Einfluss von unterschiedlichen immunsuppressiven Strategien auf
Proliferation, Stoffwechsel und Differenzierung humaner fetaler
neuraler Progenitorzellen in vitro: Einfluss von unterschiedlichen immunsuppressiven Strategien aufProliferation, Stoffwechsel und Differenzierung humaner fetalerneuraler Progenitorzellen in vitro by Glien, Anja
  
 
 
Einfluss von unterschiedlichen immunsuppressiven Strategien auf 
Proliferation, Stoffwechsel und Differenzierung humaner fetaler 
neuraler Progenitorzellen  in vitro 
 
Anja Glien 
 
 
 
 
Dissertation  
zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med. 
An der Medizinischen Fakultät  
der Universität Leipzig 
 
 
 
eingereicht von: 
Anja Glien, geb. Glodschei 
 
Geburtsdatum / Geburtsort: 
05.11.1982, Rostock 
 
angefertigt am / in: 
Universität Leipzig, Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie 
 
Betreuer: 
Prof. Dr. med. J. Meixensberger 
Dr. med. M. Skardelly 
 
Beschluss über die Verleihung des Doktorgrades vom: 27.01.2015 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. Frank Gaunitz, Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie,  
Leipzig 
2. Gutachter: Prof. Dr. med. Michael Schaefer, Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie  
und Toxikologie, Leipzig 
Einreichungsdatum:  18.08.2014 
Verteidigungsdatum: 15.01.2015 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Meiner Familie
  1 
Inhaltsverzeichnis 
 
1. Bibliographische Beschreibung..................................................................................... 4 
 
2. Abkürzungsverzeichnis.................................................................................................. 5 
 
3. Vorwort........................................................................................................................... 7 
 
4. Einführung...................................................................................................................... 8 
4.1. Stammzellen und Neurogenese............................................................................... 8 
  4.1.1. Zellersatz durch Stamm- und Progenitorzellen...................................................... 8 
  4.1.2. Neurogenese im Zentralnervensystem.................................................................. 11 
 4.2. Anwendung der Zellersatztherapie im Zentralnervensystem –  
       tierexperimentelle und klinische Studien............................................................ 13 
 4.2.1. Zelluläre Therapie bei Morbus Parkinson............................................................ 14 
 4.2.2. Zelluläre Therapie im Rahmen cerebraler Ischämie............................................ 15 
 4.2.3. Zellersatztherapie beim Schädel-Hirn-Trauma.................................................... 17 
4.3. Transplantation im Zentralnervensystem – allgemeine und immunologische  
       Aspekte.................................................................................................................... 18 
 4.3.1. Kernpunkte für das Transplantieren in das ZNS...................................................18 
 4.3.2. Immunologische Aspekte bei der Transplantation in das ZNS............................ 20 
4.3.3. Immunantwort und Einsatz von Immunsuppressiva bei der Transplantation          
          in das ZNS............................................................................................................ 24 
 4.4. Immunsuppressiva................................................................................................. 28 
  4.4.1. Cyclosporin A....................................................................................................... 28 
  4.4.2. Everolimus............................................................................................................ 30 
  4.4.3. Mycophenolat Mofetil.......................................................................................... 31 
  4.4.4. Prednisolon........................................................................................................... 32 
 
5. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit.................................................................. 35 
 
6. Material und Methoden............................................................................................... 36 
6.1. Material.................................................................................................................. 36 
 6.1.1. Laborausstattung................................................................................................... 36 
 6.1.2. Chemikalien und Reagenzien............................................................................... 36 
 6.1.3. Zellkulturmedien- und zusätze, Material für die Beschichtung............................ 37 
  2 
 6.1.4. Antikörper und Analysekits.................................................................................. 37 
 6.1.5. Verbrauchsmaterialien.......................................................................................... 37 
6.2. Zellkultur................................................................................................................ 38 
 6.2.1. Zellkulturmedien und Medienzusätze................................................................... 38 
 6.2.2. Kultivierungsbedingungen.................................................................................... 38 
 6.2.3. Beschichtung der Zellkulturoberflächen............................................................... 39 
 6.2.4. Kultivierung neuraler Progenitorzellen................................................................ 39 
6.3. Versuchsaufbau..................................................................................................... 41 
 6.3.1. Forschungsdesign................................................................................................. 41 
 6.3.2. Untersuchungsansätze........................................................................................... 42 
 6.3.3. Inkubationsschema............................................................................................... 43 
6.4. BrdU-Assay zur Messung der Proliferation........................................................ 43 
6.5. MTT-Assay zur Messung der Stoffwechselaktivität.......................................... 45 
6.6. Immunzytochemie................................................................................................. 46 
 6.6.1. Fixierung von Zellen auf Deckgläschen............................................................... 46 
6.6.2. Immunzytochemische Färbung proliferierender und differenzierter  
          Zellen.................................................................................................................... 46 
6.7. Statistische Methoden........................................................................................... 48 
 
7. Ergebnisse..................................................................................................................... 49 
7.1. Charakterisierung des Proliferationsverhaltens von hfNPCs in  
       Abhängigkeit verschiedener immunsuppressiver Substanzen.......................... 49 
 7.1.1. Proliferationskapazität (BrdU-Assay).................................................................. 49 
  7.1.1.1. Cyclosporin A....................................................................................... 50 
  7.1.1.2. Everolimus............................................................................................ 50 
  7.1.1.3. Mycophenolat....................................................................................... 51 
  7.1.1.4. Prednisolon........................................................................................... 52 
 7.1.2. Expression von Ki67............................................................................................. 53 
  7.1.2.1. Cyclosporin A....................................................................................... 53 
  7.1.2.2. Everolimus............................................................................................ 55 
  7.1.2.3. Mycophenolat....................................................................................... 57 
  7.1.2.4. Prednisolon........................................................................................... 59 
 
7.2. Stoffwechselaktivität von hfNPCs in Abhängigkeit verschiedener  
                   immunsuppressiver Substanzen (MTT-Assay).................................................. 62 
 7.2.1. Cyclosporin A...................................................................................................... 62 
  3 
 7.2.2. Everolimus............................................................................................................ 63 
 7.2.3. Mycophenolat....................................................................................................... 64 
 7.2.4. Prednisolon........................................................................................................... 65 
7.3. Charakterisierung des Differenzierungsverhaltens von hfNPCs in  
       Abhängigkeit verschiedener immunsuppressiver Substanzen.......................... 66 
 7.3.1. Cyclosporin A....................................................................................................... 67 
 7.3.2. Everolimus............................................................................................................ 69 
 7.3.3. Mycophenolat....................................................................................................... 72 
 7.3.4. Prednisolon........................................................................................................... 74 
8. Diskussion...................................................................................................................... 79 
8.1. Einfluss von Immunsuppressiva auf die Proliferation....................................... 81 
8.2. Einfluss von Immunsuppressiva auf den Stoffwechsel...................................... 84 
8.3. Einfluss von Immunsuppressiva auf die Differenzierung.................................. 88 
 
9. Zusammenfassung und Ausblick................................................................................ 93 
 
10. Zusammenfassung der Arbeit..................................................................................... 95 
 
11. Literaturverzeichnis................................................................................................... 101 
 
12. Anlagen........................................................................................................................ 125 
11.1. Selbständigkeitserklärung................................................................................ 125 
11.2. Lebenslauf.......................................................................................................... 126 
11.3. Publikation......................................................................................................... 127 
11.4. Danksagung........................................................................................................ 128 
  
  4 
1. Bibliographische Beschreibung 
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Das Zentralnervensystem nimmt als ein immunologisch spezifiziertes Organ eine besondere 
Stellung bei der Anwendung von Zellersatztherapien ein. In zahlreichen neueren Arbeiten 
konnte belegt werden, dass, entgegengesetzt früherer Annahmen, allogene und xenogene 
Transplantate im ZNS eine Immunreaktion hervorrufen. Für die Optimierung einer 
Zellersatztherapie im ZNS ist die Maximierung des Transplantatüberlebens durch Vermeidung 
toxischer Effekte auf das Transplantat essentiell. Bis dato sind die Auswirkungen von 
immunsuppressiven Substanzen auf die Zelleigenschaften von Stamm- und Progenitorzellen, 
im speziellen von humanen fetalen neuralen Progenitorzellen (hfNPCs), nur unzureichend 
untersucht. Daher richtet sich diese Arbeit auf die Analyse von vier verschiedenen 
immunsuppressiven Substanzen auf die Proliferation, den Stoffwechsel und  die 
Differenzierung humaner neuraler Progenitorzellen. Hierfür kamen zum Einsatz: A) 
Cyclosporin A (CsA), ein Calcineurin-Inhibitor; B) Everolimus (RAD001), ein mTOR-
Inhibitor; C) Mycophenolat Mofetil (MMF), ein Inhibitor der Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase und D) Prednisolon, ein Glukokortikoid. Unter der minimalen effektiven 
Konzentration (MEC) zeigte sich ein antiproliferativer Effekt bei allen vier Substanzen, am 
stärksten ausgeprägt bei CsA und Mycophenolat. Eine Alterierung des Stoffwechsels konnten 
wir bei den Substanzen CsA und Everolimus im therapeutischen Bereich beobachten. Alle vier 
Substanzen zeigten während der Differenzierung konzentrationsabhängige Alterationen der  
Astro- und Neurogenese der hfNPCs im Vergleich zur Kontrollgruppe. Somit bewirkten alle 
vier immunsuppressive Substanzen Modifizierungen in den Zelleigenschaften, welche bei der 
Entwicklung eines geeigneten immunsuppressiven Therapieregimes im Rahmen einer 
Zellersatztherapie Beachtung finden sollten.  
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2. Abkürzungsverzeichnis 
 
Abb.    Abbildung 
AK    Antikörper 
AP-1    activating protein 1 
ATP    Adenosintriphosphat 
BAD    Bcl-2/Bcl-XL-antagonist of cell death 
BHS    Blut-Hirn-Schranke 
bidest.    bidestilliert 
BrdU    5-Bromo-2’-Deoxyuridine 
BSA    Rinder-Serum-Albumin (bovine serum albumin) 
bzw.    beziehungsweise 
°C    Grad Celsius 
ca.    zirka 
cm²    Quadratzentimeter 
CsA    Cyclosporin A 
DAPI    4`-6-Diamino-2-Phenylindole 
DG    Gyrus dentatus (dentate gyrus) 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
HCl    Salzsäure 
hfNPCs   humane fetale neuronale Progenitorzellen 
EGF    epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 
ESS-Score   Epworth Sleepiness Scale 
FBS    Fetales Kälberserum (fetal bovine serum) 
FGF-2    Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2 (fibroblastic growth factor 2) 
ff    fortfolgend 
FRAP    FKBP-Rapamycin-assoziiertes Protein 
g    Erdbeschleunigung 
g    Gramm 
GFAP    saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acid protein) 
GR    Glukokortikoidrezeptor 
GRE    glucocortikoid-response-elements 
ICAM-1   interzelluläres Zelladhäsionsmolekül-1 (Intercellular Adhesion  
Molecule 1) 
IFN-γ    Interferon-Gamma  
I-κB    Inhibitor of kappa B 
IL-1    Interleukin-1 
IL-4    Interleukin-4 
IL-6    Interleukin-6 
IL-18    Interleukin-18 
IL-1ß    Interleukin-1-Beta 
IMPDH   Inosinmonophosphat-Dehydrogenase 
M    Molekulargewicht 
MAP-2   microtubule associated protein 2 
MCA    Arteria cerebri media (middle cerebral artery) 
MEC    minimal effektive Konzentration (minimal effective   
    concentration) 
mg    Milligramm 
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MHC    Haupthistokompatibilitätskomplex (Major Histocompatibility  
    Complex) 
ml    Milliliter 
mM    millimolar 
MMF    Mycophenolat Mofetil 
MPA    Mycophenolsäure (mycophenolic acid) 
MPTP    mitochondrialer Membranöffnungskomplex (Mitochondrial  
    Permeability Transition Pore) 
MR    Mineralokortikoid-Rezeptor 
MRS    Magnetresonanzspektroskopie 
MRT    Magnetresonaztomographie 
mTOR    mammalian target of Rapamycin 
MTT    3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid 
µg    Mikrogramm 
µl    Mikroliter 
NAD+    Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, oxidierte Form 
NADH   Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, reduzierte Form 
NaOH    Natronlauge 
NF    Neurofilament 
NFAT    nuclear factor of activated T cells 
NF-кB    nuclear factor ‚kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells 
ng    Nanogramm 
NIHSS   National Insitutes of Health Stroke Scale 
nm    Nanometer 
NPCs    neurale Progenitorzellen 
OB    Bulbus olfactorius (olfactorius bulbus) 
PBS    Phosphat buffered Saline 
PFA    Paraformaldehyd 
PET    Positronen-Emissions-Tomographie 
RMS    Rostraler Migrationsstrom (rostral migration stream) 
rpm    Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
SDS    Sodiumdodecylsulfat 
SEM    standard error of the mean 
SHT    Schädel-Hirn-Trauma 
STEPS   Stem cell Therapy as an Emerging Paradigm for Stroke 
SVZ    subventrikuläre Zone 
TNF-α    Tumor-Nekrose-Faktor-alpha  
Tuj-1    Beta-III-Tubulin 
UV    Ultraviolett 
VCAM-1   vaskuläres Zelladhäsionsmolekül (Vascular Cell Adhesion  
    Molecule 1) 
Vgl.     Vergleich 
VZ    ventrikuläre Zone 
ZNS    Zentralnervensystem 
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3. Vorwort 
 
Die vorliegende Arbeit widmet sich der Untersuchung des Einflusses vier verschiedener 
immunsuppressiver Medikamente auf die Proliferation, den Stoffwechsel und die 
Differenzierung humaner fetaler neuraler Progenitorzellen. Grundlegend stellen humane fetale 
neurale Progenitorzellen eine vielversprechende Quelle für den Einsatz zellulärer 
Transplantationstherapien bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen dar. Erfolgreiches 
Transplantieren in das Zentralnervensystem setzt dabei die Beachtung einer Vielzahl von 
Faktoren voraus: unter anderem spielen die immunogenen Eigenschaften des Transplantats 
sowie die zu erwartende Immunantwort des Empfängers eine zentrale Rolle. Bezüglich des 
Einsatzes von Immunsuppressiva im Rahmen der Transplantation in das ZNS herrscht wenig 
Einigkeit und zum Teil eine kontroverse Datenlage. Es sind zudem wenige Details über die 
Auswirkungen der Substanzen auf die zu transplantierenden Zellen bekannt. Über 
Eigenschaften, Vorkommen und Potential neuraler Stamm- und Progenitorzellen, sowie deren 
Einsatz im Rahmen tierexperimenteller und klinischer Studien sollen einführend die ersten 
Kapitel der Einleitung Aufschluss geben. Weiterführend werden in den folgenden Abschnitten 
allgemeine und speziell immunologische Aspekte beim Transplantieren in das 
Zentralnervensystem sowie abschließend die verwendeten immunsuppressiven Substanzen 
beschrieben. 
Nachfolgend werden in dieser Promotionsarbeit unsere Ergebnisse dargestellt und im 
Hinblick auf die besondere immunologische Situation im Zentralnervensystem, dem generellen 
Einsatz von Immunsuppressiva beim Transplantieren in das ZNS sowie die bekannten 
Auswirkungen der gewählten Immunsuppressiva auf das Transplantat analysiert und diskutiert.  
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4. Einführung 
4.1. Stammzellen und Neurogenese 
 
4.1.1. Zellersatz durch Stamm- und Progenitorzellen 
Definition 
Mit der Identifizierung der Stammzellen durch die Pionierarbeit von James E. Till und Ernest 
A. McCulloch wurden die Grundlagen der Stammzellforschung ins Leben gerufen [Till & 
McCulloch, 1961, Becker et al., 1963]. Hierauf aufbauend ergab sich die Notwendigkeit einer 
Definition der Stammzellen, welche in der Arbeit von C.S. Potten und M. Loeffler ihre folgende 
Darstellung findet: Stammzellen sind undifferenzierte Zellen mit der Fähigkeit zur 
Proliferation, zur Selbsterhaltung, zur Erzeugung von differenzierten, funktionellen 
Tochterzellen zur Regeneration des verletzten Gewebes und zur Flexibilität im Gebrauch dieser 
Fähigkeiten [Potten & Loeffler, 1990: 1002]. Darüber hinaus klassifizieren die Wissenschaftler 
zwei Arten von Stammzellen: die realen und die potentiellen Stammzellen. Unter den ‚realen 
Stammzellen’ (actual stem cell) sind die Zellen oder Zell-Populationen zu verstehen, welche 
vollständig alle Kriterien der Stammzellen im gegebenen Fall erfüllen. Unterdessen stellen die 
‚potentiellen Stammzellen’ (potential stem cell) die Zellen dar, welche über alle Fähigkeiten 
prinzipiell verfügen, diese jedoch im Moment der Aufnahme nicht wiedergeben. Diese Zellen 
werden auch als ‚ruhende Stammzellen’ bezeichnet, da sie im aktuellen Fall nicht als 
Stammzelle wirken, jedoch in den Zyklus wiedereintreten können und somit das Potential, eine 
Stammzelle zu sein, besitzen [Potten & Loeffler, 1990: 1002].  
Progenitorzellen wiederum stellen sogenannte Vorläuferzellen (precursor) dar und sind 
Tochterzellen der Stammzellen mit der Fähigkeit zur Selbst-Replikation aber mit verringerter 
Lebensspanne. Sie umfassen alle Zelltypen, die noch nicht vollständig differenziert sind. Ferner 
sind die Progenitorzellen in der Differenzierung zu verschiedenen Zelltypen beschränkt. So 
bilden zum Beispiel neurale Progenitorzellen Tochterzellen, die entweder Neurone 
(Neuroblasten) oder Gliazellen (Glioblasten) erzeugen, jedoch nicht beides [Gage et al., 1995].  
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Abb. 4.1.: Die Abbildung zeigt die Entwicklung von ausgereiften Nerven- und Gliazellen aus Stammzellen. Aus 
der totipotenten Zygote reifen über mehrere Entwicklungsstufen unter anderem neurale Stammzellen heran. Im 
Verlauf des Differenzierungsprozesses verlieren die Zellen zunehmend die Eigenschaft unterschiedliche Zelltypen 
auszubilden, gewinnen dabei jedoch mehr und mehr speziellere Zelleigenschaften – sie differenzieren. Im Stadium 
der neuralen Progenitorzellen entscheidet sich schließlich das Schicksal der Zellen, ob sie zu einem Neuron oder 
einer Gliazelle ausdifferenzieren. Die differenzierten Zellen verfügen nun nicht mehr über das Potential der 
Selbsterneuerung. 
Mit freundlicher Genehmigung von Anthony D. Ho und Konrad Beyreuther. 
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Proliferation von neuralen Progenitorzellen 
Für die Erforschung und Charakterisierung neuraler Progenitorzellen ist es vonnöten, 
Zellkulturen herzustellen, welche ausreichend lange überleben und dementsprechend kultiviert 
werden können. Hierfür wurde eine Reihe von neuralen Zell-Linien, welche homogene 
Zellpopulationen von Progenitorzellen hervorbringen und somit die Reproduzierbarkeit 
förderten, entwickelt. Typischerweise erfolgte zu diesem Zweck der Einsatz von Gen-
Transferen mit Retroviren für die Transduktion von Onkogenen [Vgl. Gage et al., 1995]. 
Andererseits besteht durch diesen Prozess die Gefahr, dass fundamentale Eigenschaften der 
Zellen modifiziert werden. Aus diesem Grund wurden Verfahren zur Anlage von primären 
Zellkulturen entwickelt, in dem die notwendigen Wachstumsbedingungen wie z.B. die 
essentiellen Wachstumsfaktoren identifiziert wurden, welche das Überleben und die 
Proliferation von primären Zellkulturen ermöglichen. [Vgl. Gage et al., 1995].   
 
Charakterisierung neuraler Progenitorzellen                
Zahlreiche Studien widmeten sich der Erforschung des Entwicklungspotentials neuraler 
Progenitorzellen. Bereits in den 80er Jahren erschienen erste Ergebnisse, welche die 
Multipotenz und die Differenzierungsfähigkeit der Zellen nachweisen konnten. So nutzten 
Price et al. E.coli ß-Galactosidase als ein Marker-Gen und zeigten anhand morphologischer 
Kriterien, dass sowohl astrogliale als auch neuronale Zellen von einer ß-gal-exprimierenden 
Zelle abstammen können. Hieraus folgerten sie bereits multipotente Eigenschaften der neuralen 
Progenitorzellen [Price et al., 1987]. Temple beschrieb schon 1989, dass bestimmte Faktoren 
notwendig seien, um neurale Progenitorzellen in die Differenzierung zu überführen und bewies 
ebenfalls die Multipotenz der Zellen anhand des Nachweises gemischter Tochterzellen, welche 
entweder GFAP oder NF exprimierten [Temple, 1989]. Mit der Arbeit von Frederiksen und 
McKay aus dem Jahr 1988 gelang die Entdeckung des Markers Nestin in neuroepithelialen 
Vorläuferzellen der Ratte, welche einen entscheidenden Beitrag zur Erforschung neuraler 
Progenitorzellen leistete [Frederiksen & McKay, 1988, Gilyarov, 2008]. In weiter folgenden 
Arbeiten gelang es zunehmend, das Differenzierungspotential neuraler Progenitorzellen zu 
beleuchten und die Fähigkeit der Zellen, sowohl Astrozyten, Neurone und Oligodendrozyten zu 
bilden, unter Beweis zu stellen [Lois & Alvarez-Buylla, 1993, Reynolds & Weiss, 1992, Richards et 
al., 1992, Carpenter et al., 1999, Engstrom et al., 2002]. Zudem gelang auch die Differenzierung der 
Zellen in Neurone mit spezialisierten Eigenschaften, wie die Ausbildung der Charakteristika 
von Zellen des Striatums über den Nachweis der Expression von γ-Aminobuttersäure und 
Substanz P [Reynolds & Weiss, 1992]. Darüber hinaus konnte belegt werden, dass in den adulten 
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Hippocampus transplantierte neurale Stamm-/Progenitorzellen nach Differenzierung eine 
vollständige Integration der differenzierten Neurone in neuronale Netzwerke mit Nachweis von 
Aktionspotentialen und Abgabe von spezifischen Neurotransmittern zeigen [van Praag, 2002, 
Song et al., 2002]. Zusammengefasst zeigen die zuletzt genannten Arbeiten, dass neurale 
Progenitorzellen multipotente Eigenschaften besitzen und in der Lage sind, spezialisierte 
Charakteristika auszubilden. 
 
Potential der Zellen 
In den vergangenen 30 Jahren erfolgten zahlreiche Studien, die sich mit dem 
Entwicklungspotential neuraler Stamm- und Progenitorzellen beschäftigten. Mit der Fähigkeit 
der Zellen, alle drei Zellreihen des Zentralnervensystems auszubilden [Lois & Alvarez-Buylla, 
1993, Reynolds & Weiss, 1992, Richards et al., 1992, Carpenter et al., 1999, Engstrom et al., 2002], 
sich in funktionelle Netzwerke zu integrieren [van Praag, 2002, Song et al., 2002, Laplagne et al., 
2006] und spezifische Neurotransmitter freizusetzen [Reynolds & Weiss, 1992, van Praag, 2002] 
entstand bereits frühzeitig der Gedanke, diese Zellen therapeutisch einzusetzen [Reynolds 
&Weiss, 1992, Gage et al., 1995, Taupin, 2007]. Es ist das Ziel, durch den Einsatz von zellulären 
Therapien, eine Stimulierung der endogenen Neurogenese [Palmer et al., 1995, Craig et al., 1996, 
Kempermann et al., 1997, van Praag et al., 1999, Grote & Hannan, 2007] oder durch Entwicklung 
geeigneter Zellersatzverfahren [Gage & Fisher, 1991, Fisher & Gage, 1993, Brüstle & McKay, 1996, 
Harrower & Baker, 2004, Taupin, 2006, Okano, 2010, De Feo et al., 2012], das Potential der Stamm- 
und Progenitorzellen für die Behandlung einer großen Bandbreite an neurologischen 
Erkrankungen und Hirnverletzungen auszunutzen. 
 
4.1.2. Neurogenese im Zentralnervensystem 
Die Neurogenese beinhaltet die Bildung neuer Nervenzellen aus Stamm- und Vorläuferzellen. 
Die Auffassung früherer Neuroanatomen und -wissenschaftler, dass das adulte Nervensystem 
unveränderlich und nicht zur Regeneration befähigt sei, wurde durch den Neurowissenschaftler 
Joseph Altman im Jahre 1962 mit dem Nachweis der adulten Neurogenese bei Säugetieren 
revolutioniert [Altman, 1962]. Altmann zeigte, dass adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des 
Hippocampus stattfindet [Altman, 1963]. Des Weiteren wies er nach, dass die neu gebildeten 
adulten Zellen entlang des rostralen Migrationsstroms (RMS, engl. rostral migratory stream) 
die granulären Neurone im olfaktorischen Bulbus ersetzen [Altman, 1969]. In den folgenden 
zwei Dekaden wurden diese Ergebnisse von der wissenschaftlichen Gemeinschaft jedoch nicht 
wesentlich beachtet. Die Thematik der adulten Neurogenese wurde von den Wissenschaftlern 
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erst wieder in den 90er Jahren mit der Erforschung der Neubildung von neuralen Zellen im 
adulten zentralen Nervensystem aufgegriffen [Reynolds & Weiss, 1992, Gage et al., 1995, Eriksson 
et al., 1998, Garcia-Verdugo et al., 1998, Johansson et al., 1999]. Selbsterneuernde multipotente 
neurale Stammzellen, welche sich teilen und während des gesamten Lebens in funktionell 
integrierte Neurone und Gliazellen differenzieren, haben eine neue Ära der Neurowissenschaft 
eingeleitet. Mit dem Verständnis um die Mechanismen und die Regulatoren der adulten 
Neurogenese und den daraus resultierenden neuen Nervenzellen, entstanden neue Aspekte beim 
Einsatz neuraler Stamm- und Progenitorzellen für zelluläre Therapien. Ein derzeitiger 
Gegenstand der Forschung ist es, die Faktoren zur Förderung der endogenen Neurogenese zu 
entschlüsseln, um das Wissen um die Plastizität des Gehirns und der intrinsischen Regeneration 
zu erweitern. Ein langfristiges Ziel stellt hierbei die Entwicklung neurobiologischer und 
chirurgischer Strategien für die klinische Anwendung dar [Vgl. Döbrössy & Dunnett, 2005]. 
 
Nischen endogener neuraler Stamm- und Vorläuferzellen im adulten Gehirn  
Im adulten Gehirn von Säugetieren existieren vornehmlich zwei Regionen, in welchen neue 
Nervenzellen aus neuralen Stamm- und Vorläuferzellen gebildet werden. Dies stellt zum einen 
die subventrikuläre Zone [Lois & Alvarez-Buylla, 1994, Doetsch & Alvarez-Buylla, 1996] und zum 
anderen die subgranuläre Zone des Gyrus dentatus im Hippocampus [Markakis & Gage, 1999, 
Eriksson et al, 1998] dar.  
Das reife Gehirn entwickelt sich aus einem Neuralrohr, welches eine ventrikuläre Höhle 
enthält, die mit cerebrospinaler Flüssigkeit gefüllt ist. Proliferierende neurale Progenitorzellen 
befinden sich zunächst in der luminalen Zellschicht, der sogenannten ventrikulären Zone (VZ), 
welche sich allmählich zurückbildet und einen einschichtigen Zellrasen hinterlässt, das 
sogenannte Ependym [Gritti et al., 2002]. Mit fortschreitender Entwicklung wandern die Zellen 
in die subventrikuläre Zone (SVZ) ein, eine mitotisch aktive Schicht, welche sich dem 
Ependym anliegend in der Vorderwand der Seitenventrikel befindet und die größte Keimzone 
des reifen Gehirns darstellt [Gage et al., 1995, Doetsch & Alvarez-Buylla, 1996, Gritti et al., 2002]. 
Von hier aus migrieren die Zellen über einen festgelegten Weg, dem rostralen Migrationsstrom, 
in den olfaktorischen Bulbus, wo sie in lokale Interneurone ausreifen [Lois & Alvarez-Buylla, 
1994, Garcia-Verdugo et al., 1998, Taupin & Gage, 2002, Gritti et al., 2002]. Die migrierenden Zellen 
können isoliert und in Langzeitkulturen vermehrt werden, wobei sie ihre Fähigkeit zur 
Selbsterneuerung und ihre Multipotenz behalten [Reynolds & Weiss, 1992, Gritti et al., 2002].  
Die subgranuläre Zone des Gyrus dentatus des Hippocampus stellt eine weitere 
Keimzone des adulten Gehirns dar, in welcher sich neurale Vorläuferzellen teilen und zu 
granulären Neuronen differenzieren. Diese werden in die Körnerzellschicht integriert und 
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projizieren innerhalb weniger Tage in die CA3-Region des Hippocampus [Markakis & Gage, 
1999, Eriksson et al, 1998].  Des Weiteren konnte der Beweis erbracht werden, dass die neu 
gebildeten Neurone im adulten Hippocampus elektrophysiologische Fähigkeiten entwickelten 
und sich funktionell in die neuronalen Netzwerke und vorbestehenden Schaltkreise integriert 
haben [van Praag et al., 2002, Lledo et al., 2006, Song et al., 2002]. 
 
 
 
Abb. 4.2.: Die Abbildung stellt die Stammzellnischen im adulten Gehirn von Säugetieren dar. In diesen, dem 
Gyrus dentatus (DG) und in der subventrikulären Zone (SVZ), teilen sich neurale Stamm- und Progenitorzellen. 
Die Zellen aus der subventrikulären Zone wandern entlang des Rostralen Migrationstromes (RMS) in den Bulbus 
olfactorius (OB), wo sie schließlich in lokale Interneurone ausreifen. 
Mit freundlicher Genehmigung von Synowitz ©. 
 
 
4.2. Anwendung der Zellersatztherapie im Zentralnervensystem – 
tierexperimentelle und klinische Studien 
 
Im Rahmen degenerativer Erkrankungen tritt ein Untergang von neuronalen Zellen auf. Des 
Weiteren führen der Schlaganfall und das Schädelhirntrauma zu Schädigungen von ganzen 
Hirnarealen. Das adulte Gehirn ist in seiner Fähigkeit zur Regeneration und Selbstheilung 
limitiert, so dass neurodegenerative Erkrankungen sowie auch vaskuläre und traumatische 
Hirnschädigungen nach wie vor zu erheblichen Einschränkungen der Lebensqualität führen 
[Vgl. Björklund & Lindvall, 2000, Döbrössy & Dunnett, 2005, Andres et al., 2008]. Vor dem 
Hintergrund, dass gegenwärtig noch keine effektiven Behandlungsoptionen zur Verfügung 
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stehen, ist die Entwicklung von neuen, adäquaten therapeutischen Strategien von großer 
Bedeutung. Die Zelltransplantation verfolgt dabei das Ziel, mit dem Einbringen neuer Zellen 
geschädigte und untergegangene Neurone zu ersetzen und die funktionellen Schaltkreise des 
Gehirns wiederherzustellen [Björklund & Lindvall, 2000, Döbrössy & Dunnett, 2005, Andres et al., 
2008, Orlacchio et al., 2010, de Feo et al., 2012].  
 Für die Verwirklichung dieser neuen Therapieansätze wurden in den letzten drei 
Jahrzehnten bereits zahlreiche präklinische und einige klinische Studien durchgeführt. In 
Tiermodellen konnten mittels Unterbrechung des Blutflusses Schlaganfälle, mittels Schlag- 
oder Erschütterungstraumen und Stichwunden traumatische Hirnschädigungen und mittels des  
Toxin-induzierten Zelltods neurodegenerative Erkrankungen modelliert werden [Döbrössy & 
Dunnett, 2005]. Zelltransplantationenstudien konnten in den zuletzt genannten Modellen eine 
Integration von transplantierten Zellen in das Empfängergewebe sowie eine partielle 
Wiederherstellung von funktionellen Schaltkreisen über die Ausbildung afferenter und 
efferenter Projektionen zeigen [Döbrössy & Dunnett, 2005, Orlacchio et al., 2010]. Basierend auf 
diesen vielversprechenden Ergebnissen erfolgten erste klinische Studien, in denen gezeigt 
werden konnte, dass der Behandlungsansatz der zellulären Therapie im klinischen Setting 
realisierbar ist und damit eine potentielle Behandlungsoption darstellt. Der eindeutige 
Nachweis der klinischen Wirksamkeit und Zuverlässigkeit der Zelltransplantation konnte bis 
dato jedoch noch nicht erbracht werden. Die Untersuchung der Kernelemente einer 
erfolgreichen Transplantation ist weiterhin Gegenstand der Forschung. Hierzu zählen die 
Optimierung des Transplantatüberlebens und die funktionelle Integration der transplantierten 
Zellen, der Erwerb eines umfassenden Verständnisses um die regulatorischen Mechanismen 
zellulärer Prozesse und die weitere Suche nach suffizienten und sicheren Quellen für das 
Spendergewebe. Ziel soll es sein, eine Basis für die sichere, kontrollierbare und effiziente 
Anwendung von zellulären Therapieformen zu entwickeln [Döbrössy & Dunnett, 2005, Andres et 
al., 2008, Orlacchio et al., 2010].  
 
4.2.1. Zelluläre Therapie bei Morbus Parkinson 
Die Parkinson-Erkrankung ist eine der häufigsten neurologischen Erkrankungen und betrifft 
Männer und Frauen zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr. Die Therapie der Erkrankung zielt 
auf die medikamentöse Behandlung der Symptome [Vgl. Poeck & Hacke, 2006: 516 ff]. Ein 
Aufhalten des degenerativen Prozesses oder gar eine Heilung ist jedoch nicht möglich. 
Im Rahmen der Entwicklung zellulärer Therapiestrategien stellte die Parkinson-
Erkrankung eine geeignete Entität für die Testung von neuralen Zellersatztherapien dar. Eine 
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Vielzahl von in vivo Studien konnte zeigen, dass fetale mesencephale Transplantate im 
Empfänger-Gewebe überleben und Verbindungen zu den Neuronen des Empfängers herstellen 
und erhalten, sowie sich in die bestehenden Schaltkreise integrieren und ein komplexes 
Netzwerk bilden. Die transplantierten Neurone zeigten spontane Aktivität, synthetisierten 
Dopamin und setzten Dopamin in regulierter Art und Weise frei [Freund et al., 1985, Brundin et 
al., 1988, Labandeira-Garcia et al., 1991, Nikkhah et al., 1995, Mendez et al., 2000, Thompson et al., 
2009]. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass auch die intranigrale Transplantation von 
fetalen dopaminergen Zellen zur Rekonstruktion des nigrostriatalen Signalweges führt und eine 
partielle Reinnervation des Striatums zur Folge hat [Nikkhah et al., 1995, Mendez et al., 2000, 
Thompson et al., 2009]. Diese Ergebnisse wurden durch eine Reihe von Outcome-Studien 
begleitet, welche die Verbesserung von Verhaltensdefiziten in Tiermodellen nachwiesen 
[Nikkhah et al., 1995, Lee et al., 2000, Palmer et al., 2001]. 
 
4.2.2. Zelluläre Therapie im Rahmen cerebraler Ischämie 
Der Schlaganfall ist die Hauptursache für Morbidität und die dritthäufigste Todesursache 
weltweit. Zudem bildet der Schlaganfall ökonomisch betrachtet die teuerste Krankheitsgruppe 
überhaupt. Von den Patienten, die einen Schlaganfall überleben, kann nur etwa ein Drittel ohne 
Einschränkung weiterleben. Ein weiteres Drittel bleibt durch Lähmungen oder andere 
Symptome behindert und das letzte Drittel bleibt zeitlebens pflegebedürftig [Poeck & Hacke, 
2006: 165 ff.]. 
Aus diesem Grunde ist die Entwicklung neuer Therapieansätze, welche auf die 
Reduktion neurologischer Defizite ausgerichtet ist, von enormer Bedeutung. In Hinblick auf die 
Entwicklung von Zellersatztherapien bei der cerebralen Ischämie stellt die Beeinträchtigung 
bzw. der Untergang der verschiedenen neuronalen Zelltypen und Gliazellen in 
unterschiedlichen Hirnarealen eine besondere Herausforderung dar. Dies erfordert von den 
transplantierten Zellen die Fähigkeit, sich in die entsprechenden neuronalen und glialen 
Zelltypen zu differenzieren [Andres et al., 2008, Bersano et al., 2010]. Eine Reihe von 
verschiedenen Zellersatzstrategien wurde bereits experimentell untersucht. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Zellen sicher transplantiert werden können und zu einer Verbesserung des 
Outcomes führen [Hadani et al., 1992, Grabowski et al., 1995, Borlongan et al., 2004, Darsalia et al., 
2007]. Welchen Beitrag der Zellersatz, die Sekretion von trophischen und neuroprotektiven 
Substanzen oder immunmodulatorische Effekte nach Zelltransplantation an der funktionellen 
Wiederherstellung des Hirngewebe aufweist, ist bis dato jedoch nicht hinreichend geklärt 
[Björklund & Lindvall, 2000, Andres et al., 2008, Bersano et al., 2010]. 
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Tiermodelle basieren auf der Herbeiführung einer cerebralen Ischämie durch die 
Okklusion der Arteria cerebri media (MCA), welche zu Zelltod in kortikalen und striatalen 
Arealen führt. Aber auch die Induktion einer fokalen Ischämie durch Okklusion von 
Koronararterien bzw. durch Herzstillstand, welche eine selektive Schädigung von pyramidalen 
Zellen in der CA1-Region des Hippocampus bewirkt, wird angewendet [Vgl. Björklund & 
Lindvall, 2000]. In den 90er Jahren erbrachten Hadani et al. den Nachweis, dass in bis zu 85% 
der transplantierten Ratten nach MCA-Okklusion fetale kortikale Zellen in der Penumbra 
nachgewiesen werden konnten [Hadani et al., 1992]. Darsalia und Mitarbeiter transplantierten 
humane striatale und kortikale neurale Stammzellen in das Infarkt-geschädigte Striatum von 
Ratten und belegten eine Überlebensrate der transplantierten Zellen von 30 Prozent, eine 
Migration der Zellen durch das Striatum und ein hohes neurogenes Potential der 
transplantierten Zellen [Darsalia et al., 2007]. 
In den späten 90er Jahren wurden die ersten klinischen Transplantationsexperimente 
beim Schlaganfall als Reaktion auf die vielversprechenden präklinischen Studien durchgeführt. 
Kondziolka et al. rekrutierten 12 Patienten mit einem Basalganglieninfarkt mit motorischen 
Defiziten und applizierten 2 bis 6 Millionen humane neuronale Zellen, sogenannte LBS-
Neurone (Layton Bio-Science), welche von der humanen NT2/D1-Progenitorzelllinie 
abstammen. Sie bewiesen, dass die Transplantation der Zellen möglich und sicher war. Des 
Weiteren schien die Hälfte der Patienten von dieser Prozedur, nachgewiesen durch eine 
Verbesserung des ESS- und NIHSS-Scores, zu profitieren. Es zeigte sich zudem ein Anstieg 
von Fluorodesoxyglucose in der PET-Untersuchung bei 6 von 11 Patienten, so dass von einer 
erhöhten metabolischen Aktivität im Infarktareal ausgegangen werden konnte [Kondziolka et al., 
2000]. Im Jahr 2005 präsentierten wiederum die Autoren Kondziolka et al. eine randomisierte 
Phase-II-Studie mit 18 rekrutierten Patienten, welche 5 bis 10 Millionen NT2N-Zellen (Ntera-
2-Neurons-Zellen) nach einem Basalganglieninfarkt mit motorischen Defiziten erhielten. Es 
zeigten sich keine prozeduralen Nebenwirkungen der Transplantation, vielmehr konnte eine 
dezente Verbesserung einiger motorischer und kognitiver Defizite in 4 Patienten nachgewiesen 
werden, jedoch ohne statistische Signifikanz [Kondziolka et al., 2005]. Es folgten weitere 
klinische Studien, zum Beispiel mit autologen mesenchymalen Stammzellen [Bang et al., 2005] 
oder xenogenen fetalen porcinen Zellen [Savitz et al., 2005]. Die Autoren Bang et al. konnten 
eine tendenzielle Verbesserung von motorischen und kognitiven Defiziten zeigen, dagegen 
brachen Savitz und Kollegen die Studie aufgrund des Auftretens von schweren unerwünschten 
Ereignissen in Form der Verschlechterung einer Lähmung der linken Körperhälfte bei einem 
Patienten und wiederholten Anfällen bei einem anderen Patienten ab.  
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Anwendung von Stammzelltherapien 
in Patienten mit einem cerebralen Infarkt sicher und technisch möglich ist. Jedoch muss zu 
bedenken gegeben werden, dass diese Daten vorläufig sind und für die Abschätzung einer 
Effektivität der Zellersatzstrategien nicht ausreichen. Deuten die Studien auch die 
Verbesserung einiger Funktionen in Patienten mit einem Schlaganfall an, so sind diese Studien 
mitnichten vergleichbar hinsichtlich der Patientenauswahl, der verwendeten Zelltypen, des 
Zeitpunktes der Transplantation und des Applikationsverfahrens. Gut geplante präklinische 
Studien werden vonnöten sein, um die Qualität klinischer Anwendungsverfahren zu erhöhen 
und zu optimieren [Bersano et al., 2010]. Aus diesem Grund erfolgte eine systematische 
Entwicklung essentieller Grundlagenbedingungen für die Translation präklinischer Ergebnisse 
in klinische Studien, welche in den STEPS-Kriterien festgehalten wurden und zur 
Qualitätssicherung und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beitragen [Participants STEPS, 2009]. 
 
4.2.3. Zellersatztherapie beim Schädel-Hirn-Trauma 
Das Schädel-Hirn-Trauma stellt die Folge einer Gewalteinwirkung dar, welche zur 
Funktionsstörung und/oder Verletzung des Gehirns geführt hat. [AWMF Leitlinie, 2007]. In 
Deutschland erfahren 332 von 100.000 Menschen/Jahr ein Schädel-Hirn-Trauma, also 
insgesamt etwa 248.000 pro Jahr. Fünf Prozent dieser Schädel-Hirn-Traumen müssen als 
schwer eingestuft werden, ca. 2.750 Patienten versterben pro Jahr an einem SHT [AWMF 
Leitlinie, 2007]. Insgesamt stellt das schwere Schädel-Hirn-Trauma ein einschneidendes 
Ereignis in das physische, psychische und soziale Wohlbefinden des Patienten dar, geprägt von 
akuten und chronischen sensomotorischen, kognitiven  und vegetativen Defiziten [Harting et al., 
2008].  
In Anlehnung an die nachgewiesene adulte Neurogenese beim Menschen wurden in der 
vergangenen Dekade zahlreiche Transplantationsexperimente nach Schädelhirntrauma 
durchgeführt, um einerseits den Einfluss des Transplantates auf die Stimulation der endogenen 
hippocampalen und kortikalen Neurogenese aufzudecken und anderseits das Potential der 
transplantierten Zellen als Zellersatz zu evaluieren [Richardson et al., 2010].  
Die ersten präklinischen Untersuchungen wurden von Sinson und Mitarbeitern Mitte 
der 90er Jahre durchgeführt. Hierbei wurde fetales kortikales Gewebe von Nagetieren in den 
Kortex von traumatisierten adulten Ratten implantiert, mit dem Nachweis eines robusten 
Transplantatüberlebens in 65 % der Tiere. Begleitend wurde eine signifikante Verbesserung der 
motorischen und kognitiven Fähigkeiten beobachtet, sowie eine Bildung von neuronalen 
Netzwerken zwischen dem Transplantat und dem Empfängergewebe nachgewiesen [Sinson et 
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al., 1996]. Die Verbesserung des motorischen Outcomes nach SHT in Mäusen konnte ebenfalls 
nach Transplantation von fetalen neuralen Stamm- oder Progenitorzellen beobachtet werden 
[Riess et al., 2002, Hoane et al., 2004]. Des Weiteren zeigte sich nach Transplantation von 
aktivierten humanen neuralen Stammzellen in den Hippocampus von 
schädelhirntraumatisierten Ratten eine Differenzierung dieser Zellen in Neurone mit der 
Fähigkeit neurotrophische Faktoren zu produzieren [Gao et al., 2006]. 
Laut Recherche in der Datenbank von Clinicaltrials.gov mit den Suchwörtern „Stem 
Cells“ und „Traumatic Brain Injury“ [Suche absolviert am 14.06.2014] wurde bis dato lediglich 
eine einzige abgeschlossene Phase-I-Studie durchgeführt. In dieser Studie wurden autologe 
mononukleäre Zellen aus dem Knochenmark (bone marrow derived mononuclear cells, sog. 
BMMNCs) in Kinder mit einem isolierten Schädel-Hirn-Trauma transplantiert. Alle Kinder 
zwischen 5 und 14 Jahren mit einer Glasgow Coma Scale von 5 bis 8 erhielten innerhalb von 
48 Stunden intravenös autologe BMMNCs. Die Sicherheit dieser Anwendung wurde über eine 
Vielzahl von Parametern kontrolliert, zudem wurden 1 und 6 Monate nach dem Schädel-Hirn-
Trauma MRT-Aufnahmen, sowie neuropsychologische und funktionelle Untersuchungen 
durchgeführt. Es zeigten sich keine prozeduralen Nebenwirkungen durch die Anwendung von 
BMMNCs, so dass die logistische Durchführbarkeit und Sicherheit dieser Behandlungsstrategie 
demonstriert werden konnte [Cox et al., 2011].  
Die Komplexität der Hirnverletzung im Rahmen des Schädel-Hirn-Traumas mit diffusem 
Untergang verschiedener Zellen verlangt ein profundes Wissen um die Pathogenese der 
primären und sekundären Hirnschädigung, sowie die Untersuchung unterschiedlicher 
Schwerpunkte hinsichtlich der Entwicklung zellbasierter Behandlungsstrategien. 
 
4.3. Transplantation im Zentralnervensystem – allgemeine und 
immunologische Aspekte 
 
4.3.1. Kernpunkte für das Transplantieren in das ZNS 
Die Idee vom Transplantieren in das Zentralnervensystem blickt mittlerweile auf eine über 
100jährige Geschichte zurück. Der ersten Veröffentlichung „Successful brain grafting“ von W. 
G. Thompson [Vgl. Widner & Brundin, 1988] folgten Anfang des 20. Jahrhunderts wenige 
weitere Schriften [Vgl. Fisher & Gage, 1993]. In den späten 70er Jahren entstanden erste Arbeiten 
über die erfolgreiche Transplantation von neuronalem Gewebe in einem Tier-Modell des 
Morbus Parkinson, welche das Interesse für das Transplantieren ins ZNS erneut aufgriffen [Vgl. 
Gage & Fisher, 1991]. Während zu Beginn des intrazerebralen Transplantierens vor allem der 
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Erwerb von Wissen um die Entwicklung und Regenrationsfähigkeit des ZNS im Vordergrund 
stand, setzten sich Forscher zunehmend zum Ziel, das Verständnis für die anatomischen und 
funktionellen neuronalen Verbindungen, sowie für die Rekonstruktion geschädigter Hirnareale 
zu erlangen und somit den Weg für die Translation in die klinische Anwendung zu bereiten 
[Vgl. Fisher & Gage, 1993]. Somit ist das Ziel der Transplantation in das ZNS aus heutiger Sicht 
der Ersatz von geschädigten neuronalen Zellen, die funktionelle Integration von neu gebildeten 
Zellen in vorhandene neuronale Schaltkreise, sowie auch die Förderung der endogenen 
Plastizität des Gehirns mit dem Ziel, neue Behandlungsstrategien für eine Vielzahl 
neurologischer Erkrankungen und Schädigungen zu entwickeln [Brüstle & McKay, 1996, 
Björklund & Lindvall, 2000, Harrower & Barker, 2004, Döbrössy & Dunnett, 2005, Andres et al., 2008, 
de Feo et al., 2012].  
 Die Wissenschaftler Lisa J. Fisher und Fred H. Gage veröffentlichten bereits 1993 eine 
ausführliche Arbeit über die Methodik des Transplantierens im ZNS [Fisher & Gage, 1993]. 
Hierin legten die Autoren die Notwendigkeit, die Parameter, welche das Überleben des 
Transplantates und dessen Funktion beeinflussen, zu identifizieren und zu analysieren, 
detailliert dar. Explizit diskutierten die Forscher die Einflüsse wie das Alter von Spender und 
Empfänger, die Vaskularisierung, sowie auch die immunologischen Faktoren und den Einsatz 
von Immunsuppressiva [Fisher & Gage, 1993: 584 ff.]. Auch die Autoren Brüstle und McKay 
wiesen bereits auf die erforderliche Entwicklung standardisierter Prozeduren für das 
Transplantieren in das ZNS hin [Brüstle & McKay, 1996]. In ihrer umfangreichen Arbeit „Gibt es 
eine Zukunft für die neurale Transplantation?“ (engl. „Is there a future for neural 
transplantation?“) diskutieren die Autoren Harrower und Barker die grundsätzlichen Probleme 
und Fragestellungen für die klinische Transplantation neuraler Zellen bei der Parkinson-
Erkrankung [Harrower & Barker, 2004]. So gilt es zunächst die ethischen und logistischen Fragen 
um die Bereitstellung von Spendergewebe zu klären. Ferner stellt sich die Frage, in welcher Art 
das Spendermaterial appliziert werden sollte, ob als undifferenzierte Stammzellen, partiell 
differenzierte Zellen oder einer Population spezifischer Zellen. Darüberhinaus spielt die 
Platzierung des Transplantats eine Rolle, sowie auch die Auswahl der Patienten. Die Frage, ob 
und in welchem Ausmaß der Einsatz von Immunsuppressiva notwendig ist und gegebenenfalls 
Einfluss auf das Transplantatüberleben nimmt, sollte ebenfalls aus Sicht der Autoren für 
weitere klinische Versuche geklärt werden [Harrower & Barker, 2004: 143 ff]. In einer sehr 
aktuellen Arbeit von Andres et al. bekräftigen die Autoren die Entwicklung eines multimodalen 
Ansatzes für das erfolgreiche Transplantieren in das ZNS [Andres et al., 2008]. So steht auch 
weiterhin im Mittelpunkt die Suche und Entwicklung geeigneter und verlässlicher Quellen für 
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das Spendergewebe, die Verbesserung der Techniken für die Gewebeaufbewahrung und            
-applizierung, sowie die Untersuchung des Einsatzes supportiver Substanzen wie zum Beispiel 
Wachstumsfaktoren und neuroprotektive Substanzen.  
  Zusammenfassend zeigt sich aus den exemplarisch genannten Arbeiten des letzten 
Jahrhunderts die beträchtliche Progression von der Idee der neuralen Transplantation bis hin zu 
deren erfolgreicher klinischer Translation. So konnte in zahlreichen Studien eine erfolgreiche 
Anwendung der zellulären Transplantation als therapeutischer Behandlungsansatz unter Beweis 
gestellt werden [Freed et al. 1992, Hagell et al., 1999, Nikkhah et al., 1995, Björklund & Lindvall, 
2000, Olanow et al., 2003, Andres et al., 2008, Cicchetti et al., 2009, Orlacchio et al., 2010]. Dennoch 
stehen wir gegenwärtig weiterhin vor profunden Fragestellungen, welche der Klärung durch 
eine intensive Grundlagenforschung bedürfen. Es besteht das Ziel, effektive, sichere und 
reproduzierbare Strategien für die Anwendung der zellulären Therapie zu entwickeln und somit 
einen soliden Rahmen für den klinischen Alltag zu schaffen [Döbrössy & Dunnett, 2005, Andres 
et al., 2008, Orlacchio et al., 2010, de Feo et al., 2012]. 
 
4.3.2. Immunologische Aspekte bei der Transplantation in das ZNS 
ZNS - das immunprivilegierte oder immunspezifische Organ 
Mit den kontroversen Ergebnissen der zahlreichen Transplantationsstudien im Gehirn 
entwickelte sich ein verstärktes Interesse für die immunologischen Grundlagen beim 
Transplantieren im Zentralnervensystem. Das Verstehen um die immunologischen 
Eigenschaften der Transplantate und die Immunantwort des Empfängers gewann für die 
Optimierung des Transplantatüberlebens und Minimierung der Morbidität des Empfängers 
zunehmend an Bedeutung. Im Rahmen der ersten vergleichenden Transplantationsstudien 
zeigte sich, dass implantiertes xenogenes Gewebe im Gehirn durch ein verlängertes 
Transplantatüberleben bzw. durch eine höhere Überlebensrate im Gegensatz zu extrazerebralen 
Transplantationszielen gekennzeichnet ist [Medawar, 1948, Barker & Billingham, 1977, Widner & 
Brundin, 1988]. In den frühen Jahren prägte sich der Begriff ‚immunprivilegierte Lage’ (engl. 
‚immunprivileged site’) [Barker & Billingham, 1977, Widner & Brundin, 1988].  Diese wurde auf 
spezifische Eigenschaften des Gehirns zurückgeführt; dem Vorhandensein einer mechanischen 
Barriere, der sogenannten Blut-Hirn-Schranke (BHS), einem Mangel an Antigen-
präsentierenden Zellen und einer spärlichen Ausprägung des lymphatischen Systems [Barker & 
Billingham, 1977, Widner & Brundin, 1988]. Galten diese Eigenschaften über viele Jahrzehnte als 
charakteristische Gesetzmäßigkeiten des ZNS [Medawar, 1948, Barker & Billingham, 1977], 
erforderten neue Erkenntnisse über die Zusammensetzung und Funktionsweise der BHS, sowie 
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über die zelluläre Immunantwort im Gehirn eine zunehmende Anpassung des Begriffs der 
immunprivilegierten Lage [Widner & Brundin, 1988, Barker & Widner, 2004, Carson et al., 2006, 
Ransohoff & Brown, 2012].  
Die Blut-Hirn-Schranke stellt mit ihren komplexen tight junctions eine bedeutende 
mechanische Barriere dar [Widner & Brundin, 1988, Carson et al., 2006]. Im Normalzustand 
können Substanzen, welche hoch lipophil, ungeladen und relativ klein sind, die BHS passieren, 
nicht jedoch Proteine oder Zellen des Immunsystems [Widner & Brundin, 1988]. Unter 
pathologischen Bedingungen, wie zum Beispiel dem Eintreten einer Virusinfektion oder einer 
nicht infektiösen Inflammation werden zum einen lokale Lymphozyten aktiviert und zum 
anderen proinflammatorische Zytokine ausgeschüttet. Aktivierte Lymphozyten sind in der 
Lage, Oberflächenmoleküle zu exprimieren, welche die endotheliale Glycocalyx enzymatisch 
zerkleinern und so die Passage durch die BHS ermöglichen [Vgl. Widner & Brundin, 1988, Barker 
& Widner, 2004]. Des Weiteren induzieren proinflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel 
TNF-α, IFN-γ und IL-1, die Expression von interzellulärem Zelladhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) 
und vaskulärem Zelladhäsionsmolekül-1 (VCAM-1) im Endothel der BHS. Hierdurch wird 
ebenfalls der Übertritt von Zellen des Immunsystems in das Gehirn ermöglicht [Barker & 
Widner, 2004]. Es hat sich gezeigt, dass eine Trauma-induzierte Affektion der BHS im Rahmen 
der Transplantationsprozedur für etwa 7 bis 12 Tage bestehen bleibt. Eine Zeitspanne, in 
welcher der Übertritt von Zellen des Immunsystems in das Gehirn erleichtert ist [Brundin et al., 
1989, Duan et al., 1995, Bakay et al., 1998, McLaren et al., 2001]. 
  Das Vorkommen und die Wirkungsweise von Antigen-präsentierenden Zellen im 
Gehirn ist seit den 80er Jahren im Fokus der neuroimmunologischen Forschung [Fontana et al., 
1984, Widner & Brundin, 1988, Barker & Widner, 2004, Ransohoff & Brown, 2012] und stellt auch 
gegenwärtig einen wichtigen Forschungsschwerpunkt bei Transplantationsstudien und Studien 
chronisch entzündlicher Erkrankungen des ZNS dar [Carson et al., 2006, Graeber & Streit, 2010, 
Ransohoff & Brown, 2012]. So erfolgte eine umfassende Analyse der Mikroglia im ZNS, welche 
auch als ‚ruhende Makrophagen’ bezeichnet werden. Diese aus dem Knochenmark 
stammenden Zellen wandern während der Fetalperiode in das Hirnparenchym ein und können 
bei Aktivierung in Makrophagen und dendritische Zellen ausreifen [Widner & Brundin, 1988, 
Barker & Widner, 2004, Graeber & Streit, 2010, Ransohoff & Brown, 2012]. Sie fungieren als 
zelluläre Schlüsselelemente des angeborenen Immunsystems im Gehirn und im Rückenmark 
[Graeber & Streit, 2010]. Im aktivierten Zustand sind die Mikroglia zur Sekretion von biologisch 
aktiven IL-1β und IL-18 befähigt, welche wiederum die Produktion weiterer inflammatorischer 
Zytokine bewirken [Ransohoff & Brown, 2012]. Darüber hinaus sind aktivierte Astrozyten an der 
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immunologischen Reaktion im ZNS beteiligt [Fontana et al., 1984, Ransohoff & Brown, 2012]. Sie 
stellen die Hauptquelle von inflammatorischen Mediatoren wie z.B. IL-1β, IL-6 und 
Chemokine dar [Widner & Brundin, 1988, Ransohoff & Brown, 2012]. Ferner können sowohl 
Mikroglia als auch Astrozyten im aktivierten und ausgereiften Zustand als voll funktionsfähige 
Antigen-präsentierende Zellen agieren, Spender-Antigene aufnehmen und diese mit Hilfe von 
MHC-Molekülen an der Zelloberfläche präsentieren und T-Helfer-Zellen aktivieren [Widner & 
Brundin, 1988, Barker & Widner, 2004]. Letztlich führt die initiierte inflammatorische Kaskade 
zur Abschwächung der mechanischen Barriere durch die BHS und fördert somit die 
Rekrutierung und Einwanderung von peripheren Leukozyten in das ZNS [Ransohoff & Brown, 
2012].  
Ein weiteres Merkmal des Immunprivilegs des Gehirns stellt der Mangel an 
Lymphgefäßen dar [Widner & Brundin, 1988, Barker & Widner, 2004]. So existieren im Gehirn 
keine endothelummantelten Lymphgefäße und damit kein traditionelles Lymphsystem [Widner 
& Brundin, 1988, Carson et al., 2006]. Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die 
perivaskulären Räume entlang größerer Gefäße im Gehirn der lymphatischen Drainage dienen 
[Widner & Brundin, 1988] und diese in der Lage sind, sich in lymphatisches Gewebe zu 
organisieren [Prineas, 1979, Widner & Brundin, 1988, Lawrence et al., 1990, Barker & Widner, 2004]. 
Dabei konnte die Drainage von interstitieller Flüssigkeit sowie eine Präsentation von Antigenen 
in diesen perivaskulären Räumen beobachtet werden [Prineas, 1979, Widner & Brundin, 1988].  
 Die Erkenntnisse der vergangenen Jahre verlangten somit eine Modifizierung des 
Begriffs des immunprivilegierten Organs. Zusammenfassend lassen sich hieraus folgende 
Kernaussagen aufstellen: Das Gehirn stellt zwar kein immunprivilegiertes aber ein 
immunspezifisches Organ dar. Die angeborene Immunantwort im ZNS findet, verglichen mit 
den peripheren Geweben, verzögert und gedämpft statt. [Vgl. Carson et al., 2006, Ransohoff & 
Brown, 2012].  
 
MHC-Expression  
Die Antigene des Haupthistokompatibilitätskomplexes (MHC) und deren Kompatibilität bzw. 
Inkompatibilität zwischen dem Spender und Empfänger spielen eine wesentliche Rolle bei der 
Sensibilisierung des Immunsystems des Empfängers und der immunbedingten 
Transplantatabstoßung [Widner & Brundin, 1988, Czech et al., 1997, Modo et al., 2002, Al Nimer et 
al., 2004]. Neurales Gewebe exprimiert im Normalzustand keine MHC-Antigene [Widner & 
Brundin, 1988, Bartlett et al., 1990, Borlongan et al., 1996, Modo et al., 2002], jedoch sind sowohl 
Astrozyten als auch Neurone nach entsprechender Induktion, wie diese zum Beispiel bei 
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Inflammation, Trauma oder durch transplantiertes Gewebe auftritt, zur Präsentation von MHC-
Molekülen befähigt [Widner & Brundin, 1988, Pakzaban & Isacson, 1994, Brevig et al., 2000]. 
Fontana et al. wiesen bereits in den 80er Jahren die MHC-abhängige Aktivierung und 
Proliferation von T-Zell-Kolonien durch aktivierte Astrozyten nach [Fontana et al., 1984]. So 
spielt vor allem das T-Zell-Lymphokin Interferon-γ (IFN-γ), aber auch weitere Zytokine wie 
der Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α) und Interleukin-1 (IL-1) eine wichtige Rolle bei der 
Induktion von Astrozyten und Oligodendrozyten, sowie auch Neuronen zur Expression von 
MHC-Klasse-I Molekülen [Widner & Brundin, 1988, Litchfield et al., 1997, McLaren et al., 2001]. 
MHC-Klasse-II-Antigene hingegen werden durch Mikroglia, Astrozyten und endotheliale 
Zellen exprimiert und präsentiert [Bartlett et al., 1990, Pakzaban & Isacson, 1994]. Dabei rufen 
Transplantate mit der Expression von MHC-Klasse-I-Antigenen eine Aktivierung zytotoxischer 
T-Zellen hervor, wohingegen die Präsentation von MHC-Klasse-II-Antigenen bzw. das 
Auftreten beider MHC-Klassen eine Aktivierung und Proliferation von T-Helfer-Zellen auslöst 
[Pakzaban & Isacson, 1994, Czech et al., 1997]. Treten in einer derartigen ‚aktivierten Situation’ 
Lymphozyten über eine nicht intakte BHS in das Gehirn über, wie zum Beispiel nach einer 
Transplantation, sind die Voraussetzungen für das Eintreten einer Abstoßungsreaktion gegeben 
[Duan et al., 1995, Bakay et al., 1998]. Die Autoren Modo et al. beleuchteten weiterhin den 
Einfluss des Transplantats auf die MHC-Expression. Ein hohes Risiko für die Auslösung einer 
Immunreaktion im Empfänger bergen zum Beispiel Transplantate aus fetalem Hirngewebe mit 
darin enthaltenen Blutgefäßen und Mikroglia, welche MHC-Antigene per se exprimieren bzw. 
deren Expression induzieren. Dem entgegen enthalten Zellsuspensionen keine endothelialen 
Zellen. Somit ist hierbei das Risiko einer Transplantatabstoßung aufgrund einer verminderten 
bzw. gänzlich fehlenden MHC-Expression deutlich geringer. Des Weiteren nimmt die MHC-
Expression in neuralen Stammzellen mit fortlaufender Differenzierung ab. So zeigen Zellen 
während der Differenzierung eine Down-Regulation der MHC-Expression, während Zellen im 
undifferenzierten Stadium mehr MHC-Antigene exprimieren [Bartlett et al., 1990, Modo et al., 
2002]. Obwohl gegenwärtig nach wie vor eine unzureichende und zum Teil kontroverse 
Studienlage existiert, kann man doch festzuhalten, dass die immunogenen Eigenschaften der zu 
transplantierenden Zellen die Immunantwort des Empfängers und somit auch das 
Transplantatüberleben beschließen [Vgl. Modo et al., 2002].  
 
Einflussfaktoren für das Transplantatüberleben 
Im Zusammenhang mit einem verbesserten bzw. verlängerten Transplantatüberleben spielen 
Faktoren wie die zelluläre Zusammensetzung des Transplantats, die Transplantationsprozedur 
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und das Transplantationsziel im Gehirn eine wichtige Rolle. [Widner et al., 1989, Duan et al., 
1995, Modo et al., 2002]. So zeigte sich, dass die Transplantation von Zellsuspensionen dem 
Transplantieren von einzelnen Gewebestückchen vorzuziehen ist, da Suspensions-Transplantate 
keine bzw. kaum endotheliale Zellen mit der Fähigkeit der MHC-Expression (siehe oben) 
enthalten [Widner et al., 1989, Pakzaban & Isacson, 1994, Barker & Widner, 2004]. Des Weiteren 
reduziert sich bei dem Einbringen einer Zellsuspension das chirurgische Trauma durch den 
Einsatz der Stereotaxie. So bringt zwar jede Form des Transplantierens im Gehirn eine 
traumatische Schädigung mit lokalisierter Störung der BHS mit sich [Widner & Brundin, 1988, 
Duan et al., 1995, Modo et al., 2002], jedoch können durch den Einsatz von minimal invasiven 
Verfahren wie der Mikro-Stereotaxie das Trauma bestmöglich minimiert und damit die 
inflammatorischen Reaktionen reduziert werden [Widner et al., 1989, Bakay et al., 1998, Barker & 
Widner, 2004]. Einen weiteren Einfluss auf das Transplantatüberleben übt das lokale 
Mikromilieu der Zielregion, in die das Transplantat eingebracht wird, aus. So zeigte sich, dass 
in das Parenchym eingebrachte Transplante ein besseres Überleben zeigen als Transplante, die 
in bzw. in der Nähe des Ventrikelsystems platziert wurden [Widner et al., 1989, Sloan et al., 1990, 
Barker & Widner, 2004]. Nicht zuletzt spielt die Histokompatibilität zwischen dem eingebrachten 
Transplantat und dem Empfänger eine entscheidende Rolle für das Überleben des 
Transplantats. 
 
4.3.3. Immunantwort und Einsatz von Immunsuppressiva bei der Transplantation in 
das ZNS 
Der Einsatz von Immunsuppressiva im Rahmen von Transplantationsstudien stellt sich nach 
wie vor kontrovers dar. So verdeutlichten die Autoren Pakzaban und Isacson in der von ihnen 
durchgeführten Meta-Analyse von 1994 eine statistisch signifikante Verbesserung des 
Überlebens von Xenotransplantaten unter der kontinuierlichen Gabe des Immunsuppressivums 
Cyclosporin A (CsA) [Pakzaban & Isacson, 1994]. Andere Studien belegten wiederum ein 
Langzeit-Überleben von allogenen Transplantaten ohne den Einsatz von Immunsuppressiva 
[Widner et al., 1989, Sloan et al., 1990, Duan et al., 1995, Bakay et al., 1998]. Hinsichtlich der 
immunologischen Prozesse im Rahmen der Abstoßungsreaktion bestehen jedoch deutliche 
Unterschiede zwischen allogenen und xenogenen Transplantaten [Brundin et al., 1988, Widner & 
Brundin, 1988, Pedersen et al., 1997], so dass die Studienlage bezüglich des Einsatzes 
immunsuppressiver Strategien dahingehend kritisch betrachtet werden muss.  
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Allogene Transplantation in das ZNS 
Die Transplantation von allogenem Gewebe umfasst die Transplantation zwischen genetisch 
verschiedenen Individuen innerhalb einer Spezies [Widner & Brundin, 1988], wobei die 
allogenen Transplantate für gewöhnlich eine Immunreaktion zwischen Spender und Empfänger 
hervorrufen [Widner et al., 1989, Sloan et al., 1991]. Die Immunantwort durch eine allogene 
Transplantation wird im Wesentlichen durch den direkten Signalübertragungsweg (direct 
pathway) vermittelt. Hierbei werden MHC-Antigene auf Spender-Zellen direkt durch T-Zellen 
des Empfängers erkannt [Brevig et al., 2001, Duan et al., 2001].  
 Trotz intensiver Forschung innerhalb der letzten 20 Jahre stellt sich die Studienlage 
bezüglich der Wertigkeit von immunsuppressiven Therapien im Rahmen der allogenen 
Transplantation uneinheitlich dar. So setzten viele Forschungsgruppen keine 
Immunsuppressiva im Rahmen der allogenen Transplantation ein und zeigten damit sehr 
unterschiedliche Ergebnisse für das Transplantatüberleben [Widner et al., 1989, Bartlett et al., 
1990, Sloan et al., 1990, Duan et al., 1995, Nikkhah et al., 1995, Bakay et al., 1998, Freed et al., 2001]. 
Widner et al. wiesen in ihrer Arbeit das Auslösen einer Immunantwort durch das allogene 
Transplantat nach, zeigten jedoch, dass die Transplantate für mindestens 15 Wochen auch ohne 
Immunsuppressiva überleben konnten [Widner et al., 1989]. In der Studie von Bartlett et al. 
zeigte sich hingegen eine Abstoßung der MHC-inkompatiblen allogenen Transplantate bereits 
in einem Zeitraum von 12 Wochen nach Transplantation [Bartlett et al., 1990]. Dagegen konnten 
Bakay et al. das Überleben von allogenen Transplantaten in Primaten auch ohne 
Immunsuppressiva über einen Zeitraum von mindestens 12 Monaten nachweisen [Bakay et al., 
1998]. In den klinischen Studien werden weitaus häufiger Immunsuppressiva eingesetzt, wobei 
nach wie vor die Abwägung einer Kurzzeit- oder Langzeitgabe diskutiert wird [Kordower et al., 
1997, Piccini et al., 2005]. Kordower et al. analysierten die postmortalen Gehirne von 2 
Probanden, welche zu Lebzeiten eine Transplantation von fetalen ventralen mesencephalen 
Gewebe erhalten hatten, wobei eine immunsuppressive Therapie mit Cyclosporin A für einen 
Zeitraum von 6 Monaten erfolgte. Sie wiesen in den Transplantaten Makrophagen, Mikroglia, 
B- und T-Zellen nach und schlussfolgerten das Auftreten einer Immunreaktion trotz 
stattgehabter Immunsuppression [Kordower et al., 1997]. Auch Hauser et al. und Olanow et al. 
verwendeten ein immunsupressives Regime mit Cyclosporin A für einen Zeitraum von 6 
Monaten, wobei Hauser et al. von einem signifikanten klinischem Benefit und robusten 
Transplantaten in 2 Autopsien berichteten, während Olanow et al. die Endpunkte der Studie 
nicht erreichten und in 5 Autopsien das Auftreten von CD45-positiven Zellen, ein Marker für 
aktivierte Mikroglia, nachwiesen [Hauser et al., 1999, Olanow et al., 2003]. In der Studie von 
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Piccini et al. zeigte sich, dass ein Absetzen der immunsuppressiven Langzeittherapie 
(durchschnittlich 29 Monate) mit Cyclosporin A, Azathioprin und Prednisolon keine 
Gefährdung für des Transplantatüberleben bewirkte [Piccini et al., 2005].  
 Hinsichtlich der großen Variabilität zwischen Transplantatabstoßung und Überleben der 
Transplantate müssen einige Einflussgrößen berücksichtigt werden. So spielt die 
Transplantationsprozedur, die Herkunft der transplantierten Zellen, die Zielregion des 
Transplantats, der Unterschied der Histokompatibilitäten zwischen Spender und Empfänger 
und der Status des Immunsystems des Empfängers eine wichtige Rolle für das Gelingen oder 
das Scheitern der allogenen Transplantation [Widner et al., 1989, Lawrence et al., 1990, Olanow et 
al., 2003]. Unverkennbar ist der große Einfluss der immunologischen Prozesse auf die allogene 
Transplantation. Weitere Studien sind vonnöten, um das Verständnis um diese Prozesse zu 
erweitern und darauf basierend eine geeignete und sichere Strategie zur Minimierung von 
Abstoßungsreaktionen zu entwickeln. 
 
Xenogene Transplantation in das ZNS 
Die neurale Xenotransplantation umfasst die Transplantation von fetalen Neuroblasten 
homologer neuraler Strukturen einer anderen (Säugetier-) Spezies in das adulte Gehirn [Vgl. 
Pakzaban & Isacson, 1994]. Sie hat sich aufgrund ethischer und logistischer Probleme beim 
Transplantieren von allogenem Gewebe als eine geeignete Alternative für die neurale 
Transplantation herausgestellt, da mit xenogenem Gewebe eine entsprechend große Anzahl 
lebensfähiger Neurone in einem entsprechendem Gestationsalter bereitgestellt werden kann 
[Pakzaban et al., 1995, Duan et al., 2001, Wennberg et al., 2001]. In vielen Studien konnte gezeigt 
werden, dass Xenotransplantate in immunsupprimierten Empfängern überleben, neuronale 
Netzwerke ausbilden und axonale Verbindungen herstellen [Vgl. Pakzaban & Isacson, 1994, 
Brevig et al., 2000, Wennberg et al., 2001, Rota Nodari et al., 2010], wobei sich aufgrund vieler 
biologisch übereinkommender Merkmale der Gebrauch von porcinem Gewebe als geeignetes 
Spendergewebe für die klinische Transplantation herausgestellt hat [Duan et al., 2001, Wennberg 
et al., 2001].  
Das Hauptproblem im Nutzen von xenogenen Transplantaten stellt die 
Transplantatabstoßung dar [Pakzaban et al., 1995, Brevig et al., 2001, Duan et al., 2001, Wennberg et 
al., 2001]. Xenogene Transplantate sind stark immunogen [Brundin et al., 1988, Sloan et al., 1991] 
und provozieren in Abwesenheit einer adäquaten Immunsuppression eine Immunreaktion des 
Empfängers [Broadwell et al., 1992, Duan et al., 2001]. So konnte gezeigt werden, dass die 
Abstoßung von intrazerebralen neuronalen Xenotransplantaten einem MHC-limitierten T-Zell-
  27 
vermittelten Mechanismus zugrunde liegt, wobei xenogene Transplantate in erster Linie den 
indirekten Signalübertragungsweg (indirect pathway) hervorrufen. Hierbei kommt es zur 
Präsentierung von Spender-MHC-Antigenen und Minor-Histoinkompatibilitäts-Antigenen 
durch Antigen-Präsentierende Zellen (APCs) des Empfängers, welche wiederum diese 
Antigene durch eigene MHC-Moleküle den Empfänger-T-Zellen präsentieren [Pakzaban & 
Isacson, 1994, Czech, 1997, Brevig et al., 2001, Duan et al., 2001]. Durch den Einsatz von 
Immunsuppressiva ist es möglich, diese Immunantwort abzumildern [Brevig et al., 2000, Duan et 
al., 2001], jedoch können konventionelle Monotherapien mit z.B. Immunsuppressiva wie dem 
Calcineurininhibitor Cyclosporin A, eine Transplantatabstoßung nicht suffizient verhindern 
[Pakzaban et al., 1995: 994, Pederson et al., 1997, Brevig et al., 2000, Wennberg et al., 2001]. Auch 
bezüglich der Dauer der immunsuppressiven Therapie besteht eine kontroverse Studienlage. 
Brundin et al. konnten nachweisen, dass die Kurzzeitgabe von Cyclosporin A (10 bis 42 Tage) 
das Langzeitüberleben (6 Monate) von murinen neuronalen Xenotransplantaten in Ratten nicht 
gewährleistet und eine Immunisierung des Empfängers trotz Gabe von Cyclosporin A 
stattfindet [Brundin et al., 1989]. Dagegen zeigten Ortega und Kollegen, dass eine Kurzzeitgabe 
von Cyclosporin A (3 Wochen) für das Langzeitüberleben (1 Jahr) von bovinen chromaffinen 
Zellen in Rattenhirnen ausreichend und einer längeren Gabe (12 Wochen) nicht unterlegen ist 
[Ortega et al., 1992]. Auch Wennersten et al. konnten keinen Benefit einer längeren Gabe von 
Cyclosporin A (6 Wochen) gegenüber einer Kurzzeitgabe von 3 Wochen bei der 
Transplantation von humanen neuralen Stamm- und Progenitorzellen in das Gehirn von Ratten 
nachweisen [Wennersten et al., 2006]. Weiterhin zeigten Pedersen et al., dass eine Triple-
Therapie mit Cyclosporin A, Prednisolon und Azathioprin einer Monotherapie mit Cyclosporin 
A hinsichtlich des Überlebens von Xenotransplantaten, T-Zell-Infiltration und MHC-Klasse-I- 
und II-Präsentation überlegen ist [Pedersen et al. 1997]. Swijnenburg et al. konnten ebenfalls den 
Vorteil einer kombinierten immunsuppressiven Therapie gegenüber einer Monotherapie für das 
Überleben von Xenotransplantaten nachweisen, wobei in dieser Studie die Immunsuppressiva 
Tacrolimus, Sirolimus und Mycophenolat zum Einsatz kamen. Dabei erwies sich die 
Kombination aus Tacrolimus und Sirolimus am wirkungsvollsten [Swijnenburg et al., 2008]. 
Pakzaban & Isacson konnten in einer Meta-Analyse weiterhin einen signifikanten 
Zusammenhang zwischen dem phylogenetischen Abstand zwischen Spender und Empfänger 
und dem Transplantatüberleben in Abwesenheit einer Immunsuppression nachweisen. So ließ 
sich die höchste Überlebensrate bei der Kombination Maus-Ratte und die niedrigste bei der 
Kombination Schwein-Ratte nachweisen. Der Einsatz von Immunsuppressiva hingegen 
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bewirkte ein Aufheben der Abhängigkeit des Transplantatüberlebens vom phylogenetischen 
Abstand des Spenders und Empfängers [Pakzaban & Isacson, 1994].  
 Zusammenfassend stellen immunologische Faktoren entscheidende Größen für das 
Überleben von Xenotransplantaten dar. Für das Langzeitüberleben von neuronalen 
Xenotransplantaten ist daher die Entwicklung von entsprechenden immunprotektiven 
Strategien essentiell, da xenogene Zelltransplantate eine geeignete Alternative zum humanen 
fetalen Gewebe in der klinischen Transplantation darstellen können [Pakzaban & Isacson, 1994]. 
Einigkeit besteht in der Literatur darüber, dass bei der Anwendung von Xenotransplantaten der 
Gebrauch von Immunsuppressiva unumstößlich ist [Brundin et al., 1988, Pakzaban & Isacson, 
1994, Brevig et al., 2000, Wennersten et al., 2006, Hovakimyan et al., 2012]. 
 
4.4. Immunsuppressiva 
 
4.4.1. Cyclosporin A 
 
Abb. 4.3.: Strukturformel von Cyclosporin A 
 
Cyclosporin A führte in den frühen 80er Jahren eine Revolution der immunsuppressiven 
Therapie nach Organtransplantation herbei und beweist auch heute noch eine hohe Effektivität 
in der Therapie der Abstoßungsreaktion. Isoliert als ein Stoffwechselendprodukt aus den 
Fermentationsbrühen des Pilzes Tolypocladium inflantum gams, setzt sich die Cyclosporin-
Familie aus einigen 25 lipophilen Peptiden und mehr als 2000 Derivaten zusammen. Aufgrund 
seiner lipophilen Struktur ist Cyclosporin pH-neutral, hochlöslich in vielen organischen 
Lösungen und Lipiden, jedoch praktisch unlöslich in Wasser [Land, 2006: 227]. Die 
Hauptwirkung von CsA beruht auf einer Hemmung der Interleukin-2-Produktion und 
Freisetzung aus den T-Helferzellen, welche in einer Hemmung der T-Lymphozyten und 
schlussendlich in einer Unterdrückung der zellulären Immunantwort resultiert [Karow, Lang-
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Roth, 2009: 871]. Dieses Ergebnis wird hervorgerufen durch 2 Wirkmechanismen. Cyclosporin 
bindet zum einen nach Eintritt in die Zellen an intrazelluläre Immunophilline, von denen 
Ciclophillin als das wichtigste zu nennen ist und abundant im Gewebe von Säugetieren 
exprimiert wird [Land, 2006: 228; Uchino et al., 2002]. Die so hervorgerufene Komplexbildung 
verursacht eine Interaktion mit einem weiteren Enzym, dem Calcineurin, eine Typ 2B-Serin-
Threonin-Phosphatase, welche die Dephosphorylierung von Transkriptionsfaktoren der NFAT-
Familie (nuclear factor of activated T-cells) im Zytosol bewirkt und in hohem Maße von der 
Anwesenheit von Calcium und Calmodulin reguliert wird. Diese Reaktion ruft somit die 
Translokation der Transkriptionsfaktoren in den Zellkern hervor, wo sie die Genexpression 
derjenigen Gene aktivieren, welche die Zytokine, darunter IL-2 und IL-4, codieren [Land, 2006: 
229 ff., Hogan et al., 2003]. Bleibt diese Aktivierung durch die oben beschriebene 
Komplexbildung aus, unterbleibt die T-Zellaktvierung und somit die Produktion und 
Freisetzung von IL-2. Ein weiterer, wesentlicher Wirkmechanismus von CsA stellt die 
Inhibierung des mitochondrialen Membranöffnungskomplexes, engl. ‚mitochondrial 
permeability transition pore’ (MPTP) dar, ebenfalls ein Calcineurin-induzierter Prozess. Steigt 
im Zytosol der Zellen die Calcium-Konzentration, triggert dieser Anstieg die Aktivierung von 
Calcineurin, worunter die Dephosphorylierung des proapoptotischen Proteins BAD stattfindet, 
welches zur Aktivierung des MPTP führt1. Unter normalen Umständen befindet sich BAD im 
phosphorylierten Zustand, in welchem es nicht in der Lage ist, Apoptose zu induzieren. Durch 
die Komplexbildung von CsA mit Ciclophillin und Calcineurin entfällt die Dephosphorylierung 
von BAD und konsekutiv damit auch die Induktion von Zelltod [Vgl. Domanska-Janik et al., 
2004, Land, 2006: 229, Shou et al., 2004,  Signoretti et al., 2004, Uchino et al., 2002].  
Die empfohlene Initialdosis von Cyclosporin bei Organtransplantation beträgt 10 – 14 
mg pro Kilogramm Körpergewicht. Diese Dosierung sollte für 1 – 2 Wochen beibehalten und 
schließlich auf eine Erhaltungsdosis von 2 – 6 mg Cyclosporin pro Kilogramm Körpergewicht 
vermindert werden. Für das Immunsuppressivum Cyclosporin A wird in der Literatur eine 
therapeutische Dosis von 100 bis 400 ng/ml angegeben [Jacobson et al., 2003, Land, 2006: 258ff]. 
Hierbei ist zu bemerken, dass es sich dabei um den sogenannten 12-Stunden-Blutspiegel 
handelt, also die Konzentration von Cyclosporin A im Blut, welche 12 Stunden nach der 
Einnahme der Substanz gemessen wird [Land, 2006: 258]. Es hat sich gezeigt, dass in diesem 
therapeutischem Fenster sowohl Abstoßungsreaktionen, als auch die CsA-induzierte 
                                                
1 BAD (Bcl-2/Bcl-XL-antagonist, causing cell death) ist ein Calcium-sensitives  pro-apoptotisches Bcl-2-Protein. 
Die Aktivierung von Bad führt zur Translokation des Proteins aus dem Zytosol in die Mitochondrien, in denen die 
Freisetzung von Cytochrom C und damit die Initiierung der Apoptose erfolgt [Shou et al., 2004]. 
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Nephrotoxizität bedeutsam geringer auftreten [Land, 2006: 258ff]. Für die Experimente wurde 
die minimale effektive therapeutische Dosis auf eine Konzentration von 300 ng/ml festgelegt. 
 
4.4.2. Everolimus 
 
Abb. 4.4.: Strukturformel von Everolimus 
 
Als ein Vertreter der mTOR- (mammalian target of Rapamycin) Substanzen oder auch 
„Inhibitoren von Proliferationssignalen“, gehört Everolimus zur neueren Generation 
registrierter immunsuppressiver Medikamente. Seinen Ursprung findet Everolimus in dem 
Fermentationsprodukt Rapamycin, welches von dem filamentösen Bakterium „Streptomyces 
hygroscopicus“ erzeugt wird [Land, 2006: 364]. Der Begriff „mTOR“, auch als FRAP (FKBP-
Rapamycin-assoziiertes Protein) bezeichnet, bezieht sich auf ein Protein bzw. Enzym, welches 
im Rahmen des Wirkmechanismus von Rapamycin als Abbauprodukt entdeckt wurde. FRAP 
triggert als Schlüsselenzym eine Signalkaskade in der Zelle, welche den Zellmetabolismus, das 
Wachstum und die Proliferation regelt. Durch die Bindung von Interleukin-2 (IL-2) an seinen 
korrespondierenden membrangebundenen Rezeptor (IL-2R) entsteht eine Signalkaskade, die in 
den Zellkern gelangt und den Übertritt der Zelle von der G1-Phase in die S-Phase induziert. 
Hierdurch erfolgt die Einleitung des Teilungsvorganges der Zelle. Auf molekularer Ebene 
findet im Rahmen der Signalkaskade die Phosphorylierung der p70-S6-Kinase statt, welche 
durch FRAP kontrolliert wird. Everolimus bewirkt nun die Unterbrechung des Signalweges 
über die intrazelluläre Komplexbildung mit dem Immunophillin FKBP12, welches an FRAP 
bindet und das Enzym blockiert. In der Folge wird die T-Zell-Aktivierung, und damit die 
Proliferation und Expansion der T-Zellen, verhindert bzw. abgeschwächt [Vgl. Land, 2006: 329, 
354 ff, 366, Kirchner et al., 2004]. 
Generell ist zu erwähnen, dass die Verabreichung von Everolimus in Kombination mit 
Cyclosporin-Mikroemulsionen und Kortikosteroiden erfolgt. Hinsichtlich des therapeutischen 
Fensters wird in der Literatur ein Vollblut-Talspiegel (C_min) von 3 bis 15 ng/ml empfohlen 
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[Kirchner et al., 2004, Land, 2006: 375]. Dabei hat sich gezeigt, dass die Effektivität des 
Medikaments hinsichtlich der Prävention einer akuten Abstoßungsreaktion gut mit der 
Vollblut-Talkonzentration korreliert [Kirchner et al., 2004]. Das Erreichen des Steady-State-
Zustandes wird um den 7. Tag der Medikamenteneinnahme erreicht [Kirchner et al., 2004]. 
Pharmakokinetisch wurden folgende durchschnittliche C_max- und C_min-Werte ermittelt: bei 
einer Dosierung von 0,5 bis 2,0 mg zweimal täglich ergaben sich durchschnittliche C_max-
Werte von 5,0 ± 2,9 bis 21,9 ± 10,5 ng/ml. Die C_min-Werte werden mit durchschnittlich 1,5 ± 
1,8 bis 9,5 ± 5,2 ng/ml bei einer Dosierung von 0,5 mg bis 2,0 mg zweimal täglich angegeben 
[Kirchner et al., 2004]. Des Weiteren erfolgten Studien, welche die Abstoßungsreaktion unter 
Everolimus-Vollblut-Talspiegeln (C_min) untersuchten. Hierbei ergab sich bei einem 
Talspiegel von 1 bis 3,4 ng/ml ein Ausbleiben akuter Episoden bei 68 % der Patienten, bei 
C_min von 3,5 bis 7,7 ng/ml bei 81 bis 86 % der Patienten und bei Talspiegeln von 7,8 bis 15 
ng/ml bei 91 % der Patienten [Kirchner et al., 2004, Land, 2006: 376]. In der vorliegenden Arbeit 
wurde aufgrund der empfohlenen Vollblut-Talkonzentrationen für Everolimus die minimal 
effektive therapeutische Dosis auf 10 ng/ml festgelegt. 
 
4.4.3. Mycophenolat Mofetil  
 
Abb. 4.5.: Strukturformel von Mycophenolat Mofetil 
 
Mycophenolat Mofetil (MMF) ist der 2-Morpholinoethylester der Mycophenolsäure (MPA). 
Diese entsteht als Produkt aus der Fermentation verschiedener Penicillium-Arten und stellt 
einen hochaffinen, selektiven, nichtkompetitiven und reversiblen Hemmstoff der 
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) dar. Die immunsuppressive Wirkung von 
Mycophenolat beruht auf der Inhibierung von T-und B-Lymphozyten. Dies wird erreicht durch 
die im Mittelpunkt des Wirkmechanismus stehende Hemmung des Enzyms IMPDH, welches 
als Schlüsselenzym der de-novo-Purin-Synthese die Oxidation von Inosinmonophosphat in 
Xanthosinmonophosphat katalysiert. Die Hemmung führt zu einem Erliegen der DNA-
Synthese, da die für die DNA-Synthese notwendigen Bausteine, die Purin-und Pyrimidin-
Nukleotide, nicht mehr zur Verfügung stehen. Basierend auf der Grundlage, dass Lymphozyten 
hauptsächlich auf den de-novo-Weg der Purin-Nukleotidsynthese angewiesen sind, wird somit 
ein selektiver antiproliferativer Effekt auf die Lymphozyten erreicht [Land 2006: 408 ff, Staatz & 
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Tett, 2007]. Ein weiterer Effekt, welcher unter der Gabe von MMF beobachtet werden konnte, 
ist die Hemmung der Adhäsion von Lymphozyten am Endothel des Transplantats. Dieser 
Effekt beruht auf der Hemmung der Glycosylierung von Proteinen durch die Mycophenolsäure, 
die wiederum für die Bildung von Adhäsionsmolekülen notwendig ist [Staatz & Tett, 2007]. 
Außerdem sei noch erwähnt, dass MMF die Bildung humoraler Antikörper, wie zum Beispiel 
IgG2a, IgG2b und IgG3, hemmt, welche im Rahmen der chronischen Abstoßungsreaktion mit 
der antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität eine bedeutungsvolle Rolle spielen 
[Land 2006: 417, Staatz & Tett, 2007]. 
Mycophenolat Mofetil wird in Kombination mit Cyclosporin und Glukokortikoiden 
häufig eingesetzt. Die täglich empfohlene Dosis richtet sich nach dem transplantierten Organ 
und wird mit zweimal täglich 1 Gramm bei Nierentransplantation bis zweimal täglich 1,5 
Gramm bei Leber- und Herztransplantation angegeben [Staatz & Tett, 2007]. Rein empirisch 
wird in der Literatur für das Immunsuppressivum Mycophenolat ein therapeutisches Fenster 
von 2 bis 6 µg/ml empfohlen [Land 2006: 434]. Die Angabe bezieht sich dabei auf den 12-
Stunden-Blutspiegel, dass heißt, es handelt sich um die Konzentration von Mycophenolat im 
Blut, welche 12 Stunden nach der Einnahme erreicht wird. Retrospektive Analysen zeigten 
zudem ein signifikant verringertes Abstoßungsrisiko bei einer Talkonzentration von mindestens 
2 µg/ml [Staatz & Tett, 2007]. Für die Durchführung der Experimente wurde auf der Grundlage 
der Literaturangaben das minimal effektive therapeutische Wirkspektrum auf 1 bis 10 µg/ml 
festgelegt. 
 
4.4.4. Prednisolon 
 
Abb. 4.6.: Strukturformel von Prednisolon 
 
Erstmalig fanden die Glukokortikoide im Jahre 1948 ihre Anwendung als Dr. Ph. S. Hench in 
der Mayo-Klinik in Rochester einem Patienten mit rheumatoider Arthritis ein Kortisonpräparat 
verabreichte. Obwohl sich die damit eingeläutete Ära der Steroidtherapie bei der rheumatoiden 
Arthritis heutzutage langsam dem Ende zu neigen scheint, so bildet sie doch weiterhin einen 
Meilenstein bei der Organtransplantation [Land, 2006: 162]. Da sich alle verwendeten 
  33 
Glukokortikoide in ihrer Struktur von dem Nebennierenrindenhormon Cortisol ableiten und 
über denselben Wirkmechanismus verfügen, soll in diesem Kapitel nicht von Prednisolon 
allein, sondern von Glukokortikoiden im Allgemeinen gesprochen werden. Grundsätzlich 
werden durch die chemischen Veränderungen der einzelnen Substanzen die 
pharmakokinetischen Eigenschaften, sowie auch die Wirkstärke und das Nebenwirkungsprofil 
verändert. Die Wirkungsweise der Glukokortikoide darf als äußerst komplex bezeichnet 
werden. In der Hauptwirkung führt die Hemmung transkriptioneller Reaktionsabläufe zu einer 
indirekten oder direkten Hemmung der Expression derjenigen Gene, die den Aufbau einer 
Immunantwort in entscheidender Weise steuern. Hierdurch wird eine Hemmung der 
Transkription, Expression und Sekretion proinflammatorischer Zytokine erreicht [Vg. Land 
2006: 166 ff]. Alle Glukokortikoide binden im Zytoplasma an spezifische 
Glukokortikoidrezeptoren (GR) und bilden hierdurch einen Liganden-Rezeptor-Komplex, 
welcher in den Zellkern transloziert und hier als Transkriptionsfaktor agiert [Land 2006: 165, 
Aktories 2009: 386]. Im Zellkern bindet der Glukokortikoid-Rezeptor-Komplex an die 
‚glucocorticoid-response-elements’ (GRE), wodurch die Aktivierung bzw. Repression von 
Genen initiiert wird. So wird zum einen die Transkription von I-кB (Inhibitor of kappa B) 
induziert. Dies hat zur Folge, dass die NF-кB-Aktivität (nuclear factor ‚kappa-light-chain-
enhancer’ of activated B-cells) gehemmt und somit die Transkriptionsvorgänge, welche in die 
Sekretion von Akut-Phase-Proteinen und Adhäsionsmolekülen  münden, reduziert werden [Vgl. 
Land 2006: 165, Aktories 2009: 668]. Zum anderen werden durch die Liganden-aktivierten 
Glukokortikoidrezeptoren die DNA-bindenden, transkribierenden Proteine NFAT (nuclear 
factor of activated T cells) und AP-1 (activating protein 1) gehemmt. NFAT und AP-1 sind 
Proteine, welche die Transkription des IL-2-Gens stimulieren, so dass durch die Hemmung 
beider Proteine die IL-2-Produktion reduziert und die Aktivierung von T-Zellen gehemmt wird 
[Vgl. Land 2006: 164 ff]. 
Die verschiedenen Glukokortikoide unterscheiden sich wesentlich in ihrer Potenz und 
Dauer der Wirkung, so dass in diesem Abschnitt explizit auf das Präparat Prednisolon 
eingegangen werden soll. Hinsichtlich einer Therapie mit Prednisolon als einem Vertreter der 
Glukokortikoide ist zu bemerken, dass die Therapie im Allgemeinen als Hochdosistherapie 
begonnen und entsprechend der klinischen Symptomatik und des Ansprechens auf eine 
möglichst geringe Erhaltungsdosis zwischen 5 und 15 mg Prednisolon pro Tag reduziert wird 
[Ungethüm, 1993]. Aus der Fachinformation für Decortin von Merck gehen aus der 1993 
durchgeführten Studie folgende C_max-Plasmakonzentrationen hervor: für Decortin 20 mg 
ergibt sich eine C_max von 357,3 ± 73,02 ng/ml und für Decortin 5 mg stellt sich eine C_max 
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von 109,9 ± 14,4 ng/ml dar [Ungethüm, 1993]. Für die Experimente wurde eine therapeutische 
Dosis von 200 ng/ml gewählt, welche sich aus den vorliegenden Daten bei einer 
Erhaltungsdosis von Prednisolon zwischen 5 und 20 mg pro Tag ergeben sollte.  
  35 
5. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Untersuchung der konzentrationsabhängigen 
Auswirkungen von vier verschiedenen gängigen Immunsuppressiva auf die Proliferation, den 
Stoffwechsel und die Differenzierung von humanen fetalen neuralen Progenitorzellen in vitro. 
Hierzu kamen die Substanzen Cyclosporin A, ein Calcineurin-Inhibitor, Everolimus, ein 
mTOR-Inhibitor, Mycophenolat Mofetil, ein Inhibitor der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase 
und Prednisolon, ein Glukokortikoid zum Einsatz. Unter diesem Aspekt wurden folgende 
Teilaufgaben im Detail bearbeitet: 
 
1. Bestimmung der in vitro Proliferationskapazität von humanen fetalen neuralen 
Progenitorzellen unter dem Einfluss der untersuchten Immunsuppressiva in 
verschiedenen Konzentrationen. 
 
2. Bestimmung der Stoffwechselleistung als Ausdruck der Viabilität und des Energie-
Stoffwechsels der Zellen in vitro unter dem Einflus der untersuchten Immunsuppressiva 
in verschiedenen Konzentrationen. 
 
3. Bestimmung des Differenzierungspotentials von humanen fetalen neuralen 
Progenitorzellen in vitro unter dem Einfluss der untersuchten Immunsuppressiva in 
verschiedenen Konzentrationen. Dabei soll der konzentrationsabhängige Einfluss der 
Immunsuppressiva auf den Anteil der differenzierenden Zellen und der Einfluss auf die 
Neurogenese und Astrogenese bestimmt werden.  
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6. Material und Methoden 
6.1. Material 
 
6.1.1. Laborausstattung 
Bildanalyse-Software AxioVision 4   Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland 
Fluoreszenz-Microplatereader    Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim  
Nalgene Freezing Container    Thermo Fisher Scientific, USA 
Laborwaage      Faust, Schaffhausen, Schweiz 
Mikroskop Axiovert 200    Carl Zeiss GmbH, Göttingen, Deutschland 
pH-Meter       Hanna instruments, Kehl a. Rhein, Deutschland 
Schüttler UNI TWIST     UniEquip, Planegg, Deutschland 
Sterilbank MSC-Advantage    Thermo Fisher Scientific, Deutschland 
Vortex Gene2      Scientific Industries, New York, USA 
Zellkultur-Inkubator HeraCell 150   Thermo Fisher Scientific, Deutschland  
Zentrifugen Universal 16    Hettich, Tuttlingen, Deutschland 
 
6.1.2. Chemikalien und Reagenzien 
Bidestilliertes Wasser     B/Braun, Melsungen, Deutschland 
Bovine Serum Albumin (BSA)    Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
4`-6-Diamino-2-Phenylindole (DAPI)   Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO)    Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Entellan      Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
Fetales Rinderserum (FBS)    PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland 
Isopropanol      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natronlauge      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Normal Donkey-Serum     Dianova, Hamburg, Deutschland 
Paraformaldehyd-Pulver (PFA)    Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 
Phosphat Buffered Saline (PBS)   PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland 
Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat (Tween 20) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Salzsäure (HCl)     Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Schwefelsäure      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Sodiumdodecylsulfat (SDS)    Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Triton-X-100      Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Trypanblau      Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Trypsin-LE      Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
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6.1.3. Zellkulturmedien und -zusätze, Material für die Beschichtung 
B27-Supplement ohne Vitamin A 2 %   Life Technologies, Darmstadt Deutschland 
B27-Supplement mit Vitamin A 2 %   Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
DMEM high glucose     PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland 
EGF       PromoCell, Heidelberg, Deutschland 
FGF-2       PromoCell, Heidelberg, Deutschland  
Forskolin      Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Gentamicin      Biochrom, Berlin, Deutschland 
GlutaMax™ 200 mM     Gibco, Karlsruhe, Deutschland 
Ham’s F12      PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland 
Humanes Plasma-Fibronektin     Millipore, Taunus, Deutschland 
IL-1ß       Biozol, Eching, Deutschland 
Neurobasal      Gibco, Karlsruhe, Deutschland 
Poly-L-Lysin      Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Poly-L-Ornithin     Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
6.1.4. Antikörper und Analysekits 
Cell Proliferation ELISA BrdU colorimetric  Roche, Mannheim, Deutschland 
MTT-Pulver      ApplChem, Darmstadt, Deutschland 
Primäre Antikörper 
Anti-ß-III-Tubulin (Kaninchen anti-Tuj-1)  Convance, Berkeley, CA, USA 
PRB-435P 
Anti-GFAP (Maus anti-GFAP)    Chemicon, Billerica, MA, USA 
MAB-360 
Anti-Ki67 (Kaninchen anti-Ki67)   Novocastra, Newcastle, UK 
NCL-Ki67p 
Anti-Nestin (Maus anti-Nestin)    BD Trans Laboratories, New York, USA 
611659 
Sekundäre Antikörper 
Alexa Fluor 488 (Ziege-anti-Maus)   Molecular Probes, Eugene, USA 
A-11029 
Alexa Fluor 594 (Ziege-anti-Kaninchen)  Molecular Probes, Eugene, USA 
A-11037 
 
6.1.5. Verbrauchsmaterialien 
Deckgläschen      Merck, Darmstadt, Deutschland 
Einmalpipetten      Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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Eppendorfröhrchen     Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Falcon Tubes 15 ml     Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Falcon Tubes 50 ml     Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Nunc Easy Flask Zellkulturflaschen 25 cm²  Thermo Fisher Scientific, Deutschland   
Nunc Easy Flask Zellkulturflaschen 75 cm²  Thermo Fisher Scientific, Deutschland  
Nunc Easy Flask Zellkulturflaschen 150 cm²  Thermo Fisher Scientific, Deutschland   
Kryoröhrchen      TPP, Trasadingen, Schweiz 
Petrischalen      Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Pipettenspitzen Eppendorf    Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Sterilfilter      Millipore, Taunus, Deutschland 
24-Well-Zellkulturplatten    TPP, Trasadingen, Schweiz 
96-Well-Zellkulturplatten     TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zählkammer Neugebauer    Laboroptik, Lancing, UK 
Zellschaber      TPP, Trasadingen, Schweiz 
 
6.2. Zellkultur 
 
6.2.1. Zellkulturmedien und Medienzusätze 
Die gebrauchsfertigen Flüssigmedien DMEM und HAM’s F12 wurden unter sterilen 
Bedingungen mit den Supplementen versetzt, sterilfiltriert und anschließend bei 4 °C für 
maximal 4 Wochen aufbewahrt. Benötigte Medienzusätze wurden steril entweder bei 4 °C 
verwahrt oder bei -20 °C in kleinen Aliquots gelagert und kurz vor Gebrauch aufgetaut. 
 
Expansionsmedium für undifferenzierte, proliferierende Zellen 
DMEM high glucose (4,5g) 50 % + HAM’s F12 50 % + B27 Supplement ohne Vitamin A 2% 
+ EGF 20 ng/ml + FGF-2 20ng/ml + Gentamicin 0,1 % 
 
Differenzierungsmedium für differenzierte Zellen 
Neurobasal ohne Glutamat 100 % + B27 Supplement mit Vitamin A 2 % + GlutaMax™ 
(stabiles Glutamin) 1 % (2mM) + IL-1ß 100 pg/ml + Forskolin 5 µmolar + Gentamicin 0,1 % 
 
6.2.2. Kultivierungsbedingungen 
Humane fetale neurale Progenitorzellen (hfNPCs) wurden  nach entsprechend  sorgfältiger 
Charakterisierung von der Firma Neuroprogen GmbH, Leipzig, Deutschland, erworben. 
Proliferierende wie auch differenzierende Zellen, sowie im Versuch befindliche Zellkulturen  
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wurden in einem Zellkulturinkubator der Firma Thermo Fisher bei 37 °C, 21 % O2 und 5 % 
CO2  in 25 cm²-, 75 cm²- und 150 cm²- Zellkulturflaschen kultiviert. Die Kultivierung erfolgte 
in Form von 2-D-Kulturen auf beschichteten Oberflächen. 
 
6.2.3. Beschichtung der Zellkulturoberflächen 
Beschichtung der Zellkulturflaschen 
Unter sterilen Bedingungen wurden die Zellkulturflaschen mit Poly-L-Ornithin und Fibronektin 
beschichtet. Hierfür erfolgte die Verdünnung von Poly-L-Ornithin mit sterilem PBS, so dass 
eine Konzentration von 1,5 µg/cm² entstand. Über Nacht wurden die Flaschen bei 37 °C 
inkubiert, anschließend erfolgte eine dreimalige Spülung mit sterilem PBS. Fibronektin wurde 
mit sterilem PBS so verdünnt, dass eine Konzentration von 0,4 µg/cm² entstand. Im Anschluss 
an die Spülung des Poly-L-Ornithins erfolgte die Inkubation mit Fibronektin, ebenfalls über 
Nacht bei 37 °C. Eine dreimalige Spülung der Flaschen mit sterilem PBS am Folgetag bildete 
den Abschluss der Beschichtung. Die Flaschen wurden entweder sofort verwendet oder zur 
Lagerung bei  - 20 °C aufbewahrt. 
 
Beschichtung der Deckgläschen und 96er-Wellplatten 
Deckgläschen wurden mit je 80 µl Poly-L-Lysin pro Deckglas und 96er-Wellplatten mit je 30 
µl Poly-L-Lysin/Well beschichtet. Die Inkubation erfolgte für 10 bis 20 Minuten bei 37 °C. 
Anschließend wurden die Deckgläschen oder 96er-Wellplatten mit sterilem PBS dreimalig 
gewaschen und unter UV-Licht 2 Stunden getrocknet. Die Lagerung erfolgte im Kühlschrank 
bei 4 °C für mehrere Tage. 
 
6.2.4. Kultivierung neuraler Progenitorzellen 
Kultivierung und Subkultivierung 
Alle Zellkulturen wurden sowohl für die Expansion als auch für die Versuche unter gleichen 
Bedingungen im Zellkulturinkubator kultiviert. 
 
Proliferation 
Humane fetale neurale Progenitorzellen wurden in Expansionsmedium gezüchtet und einmal 
pro Woche subkultiviert. Hierfür wurden die Zellen mit Trypsin-LE, verdünnt mit sterilem PBS 
im Verhältnis 1:5, gelöst und unter Spülung mit sterilem PBS und FBS in ein 15-ml-Tube zur 
Zentrifugation überführt. Die Zentrifugation der gelösten Zellen erfolgte mit 400 g über 5 
Minuten, anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml 
angewärmtem Expansionsmedium resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit 
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Hilfe einer Neugebauer-Zählkammer. Der Vitalitätstest wurde mit Hilfe des Trypanblautestes 
durchgeführt. Die Aussetzung der Zellen erfolgte zu 20.000 bis 30.000 Zellen/cm², wofür 
entweder mit Poly-L-Ornithin/Fibronektin beschichtete Zellkulturflaschen oder mit Poly-L-
Lysin beschichtete Deckgläschen und 96er-Wellplatten verwendet wurden. 
 
Differenzierung 
Zunächst wurden die in Proliferation befindlichen Zellen mit im Verhältnis 1:5 verdünntem 
Trypsin-LE gelöst, unter Spülung mit sterilem PBS und FBS in ein 15ml-Tube überführt und 
mit 400 g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet mit    
1 ml angewärmtem Expansionsmedium resuspendiert. Die Zellzählung erfolgte in der 
Neugebauer-Zählkammer, der Vitaltätstests wurde mit dem Trypanblautest durchgeführt. Die 
vitalen Zellen wurden entweder in mit Poly-L-Ornithin/Fibronektin-beschichteten 
Zellkulturflaschen oder auf mit Poly-L-Lysin-beschichteten Deckgläschen mit einer Zellzahl 
von 20.000 bis 30.000 Zellen/cm² ausgesetzt. Nach dem Erreichen einer Konfluenz von 80 % 
bis 90 % erfolgte der Mediumwechsel. Hierfür wurde das Expansionsmedium abpipettiert, die 
Kultur mit sterilem PBS gespült und das angewärmte Differenzierungsmedium vorsichtig auf 
die adhärente Zellkultur pipettiert. Nach einer Differenzierungszeit von 8 bis 10 Tagen 
erfolgten die Versuche. 
 
Bestimmung der Zellzahl und Vitalität mit Trypanblau 
Die Trypanblau-Färbung wurde als Routinetest zur Zellzahlbestimmung und Überprüfung der 
Vitalität eingesetzt. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, welcher selektiv nur in tote Zellen 
eindringt, da er die intakte Membran lebender Zellen aufgrund seiner Größe (M = 960,8 g/mol) 
nicht passieren kann. Tote Zellen erscheinen im Mirkroskop tiefblau während vitale Zellen hell 
leuchten [Vgl. Schmitz 2007: 190f]. Zur Auszählung wurde die Neugebauer-Zählkammer 
verwendet. Die Bestimmung der Zellzahl und Vitalität erfolgte immer als Doppelbestimmung. 
 
Kryokonservierung der Zellen 
Für die Langzeitlagerung wurden proliferierende, nicht differenzierte Progenitorzellen bis zur 
6. Passage expandiert, wobei mit der Kryokonservierung ab der 3. Passage begonnen wurde, so 
dass für die Versuche Zellen der 4. bis 7. Passage verwendet wurden. Die Aufbereitung der 
Zellen für die Tiefkühllagerung erfolgte unter sterilen Bedingungen mit der Ablösung der 
adhärenten Kulturen mittels verdünntem Trypsin-LE, Zentrifugation mit 400 g über 5 Minuten, 
Resuspension des Zellpellets, Auszählung der Zellen und Überführung einer definierten 
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Zellzahl von 4 bis 5 Millionen Zellen in die Kryoröhrchen mit Kryomedium. Das Kryomedium 
stellt eine 20-prozentige Dimethylsulfoxid-Lösung (DMSO) dar, welche zuvor aus 100-
prozentigem DMSO und Expansionsmedium im Verhältnis 1:4 hergestellt wurde. Die Zellen 
selbst wurden in 500 µl der 20-prozentigen DMSO-Lösung und 500 µl Expansionsmedium 
eingefroren, so dass ein Kryomedium mit 10-prozentigem DMSO erreicht wurde. Da DMSO 
bei Raumtemperatur zelltoxisch wirkt, musste die 20-prozentige DMSO-Lösung für den 
Einfrierprozess auf 4 °C herunter gekühlt werden. DMSO ist ein organisches Lösungsmittel 
und stellt ein zellpenetrierendes Gefrierschutzmittel dar, welches die osmotische Dehydrierung 
der Zelle verhindert [Vgl. Schmitz 2007: 180f]. Nach Überführung der Zellen in die 
Kryoröhrchen, wurden diese sofort in einen mit Isopropanol gefüllten Freezing Container 
eingelagert. Dieser wurde zuvor über mindestens 24 Stunden bei  minus 20 °C heruntergekühlt. 
Das Gefrieren der Zellen erfolgte zuerst über mindestens 24 Stunden bei minus 20 °C. 
Anschließend wurden die Zellen in einem zentralen Kryotank mit einer Temperatur von minus 
160 °C für die Langzeitkonservierung aufbewahrt. 
 
Revitalisierung der Zellen 
Das Auftauen der Zellen erfolgte zügig unter sterilen Bedingungen. Die Zellen wurden sofort 
nach der Entnahme aus dem Kryotank in einem Wasserbad mit einer Temperatur von 37 °C 
erwärmt, bis sich nur noch wenige kleine Eiskristalle in der DMSO-Lösung befanden. 
Anschließend wurden die Zellen mit der Kryolösung in 10 ml erwärmtes Expansionsmedium 
überführt und über 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde resuspendiert und 
die Zellzahl und Zellvitalität mittels Trypanblau-Test bestimmt. Die aufgetauten Zellen wurden 
in 25er-Zellkulturflaschen mit erwärmtem Expansionsmedium ausgesetzt und für 2 Wochen 
kultiviert und subkultiviert, bis die Versuche beginnen konnten. 
 
6.3. Versuchsaufbau 
 
6.3.1. Forschungsdesign 
Menschliche fetale neurale Progenitorzellen wurden einer immunsuppressiven Behandlung in 
vitro unterzogen. Die Größe der Konzentrationsreihe wurde mit 5 Konzentrationen pro 
Medikament festgelegt. Dies geschah in überwiegend logarithmischer, zum Teil auch 
halblogarithmischer Einteilung und umfasste sowohl den therapeutischen Bereich, als auch 
niedrigere und höhere Konzentrationen. Die Rationale für die Wahl der 
Wirkstoffkonzentrationen der einzelnen Immunsuppressiva beruhte auf Vorversuchen der 
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Zellviabilität unter verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen mittels der Trypanblau-Färbung 
und lichtmikroskopischer Auswertung, sowie basierend auf Literaturangaben der Minimalen 
effektiven Konzentration (MEC) der jeweiligen Immunsuppressiva [Land, 2006, Jacobson et al., 
2003, Kirchner et al., 2004, Staatz & Tett, 2007]. Demzufolge wurden die entsprechenden 
Arzneimittelkonzentrationen gewählt, die den minimalen effektiven Konzentrationen der 
Immunsuppressiva entsprachen, oder wenn nicht zutreffend, der therapeutisch relevanten 
Konzentration sowie niedrigere und höhere Wirkstoffkonzentrationen.  
 
Medikament Handelsname/Firma Konzentrationsreihe 
	  
Einheit MEC 
	   	   	   	   	   	   	   	   	  Cyclosporin A Sandimmun/Novartis 0,03 0,3 3 10 30 µg/ml 0,3 (0,1-0,4) 
         Everolimus Certican/Novartis 1 10 100 1000 3000 ng/ml 10 (8-12) 
         Mycophenolat CellCept/Roche 0,1 1 10 30 100 µg/ml 1 - 10 
         Prednisolon Decortin/Merck 0,02 0,2 2 20 200 µg/ml 0,2 
 
Tabelle 1: Konzentrationsreihen der Immunsuppressiva 
 
Für alle Experimente wurden die menschlichen fetalen NPCs in den verschiedenen 
Konzentrationensreihen der Immunsuppressiva für etwa 72 Stunden inkubiert. 
 
6.3.2. Untersuchungsansätze 
BrdU-Test und MTT-Test 
Für die Durchführung des BrdU- und MTT-Tests kamen 96er-Wellplatten zum Einsatz. Es 
wurden nur 60 der 96 Wells für die eigentlichen Versuchsreihen genutzt, die äußersten Reihen 
wurden mit PBS gefüllt, da sich gezeigt hatte, dass diese Reihen im Rahmen von 
Verdunstungserscheinungen nach einigen Tagen ein verringertes Volumen aufwiesen. Pro 
Wellplatte wurden 2 Medikamente untersucht. Dabei wurde je Konzentration eine 
Wiederholung von n = 5 festgelegt. Die verbliebenen 10 Wells wurden für die Kontrollen 
verwendet. Somit ergab sich pro Ansatz eine Anzahl von 2 Wellplatten. Es erfolgten 3 Ansätze 
für jeden Test. Analysiert wurden die proliferierenden Zellen. 
 
 
 
  43 
Immunzytochemie 
Die Zellkultur für die immunzytochemische Untersuchung wurde auf Deckgläschen, welche in 
kleinen Petrischalen kultiviert wurden, durchgeführt. Für jede Konzentration eines jeden 
Medikaments wurde ein Deckglas verwendet. Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung, und 
parallel wurden unbehandelte Kulturen als Kontrolle mitgeführt. Zur Untersuchung wurden 
sowohl proliferierende, als auch differenzierte Zellen verwendet. 
 
6.3.3. Inkubationsschema 
Die Zellkulturen wurden nach lichtmikroskopischer Kontrolle der Vitalität und bei einer 
Konfluenz von ca. 80 % mit den Medikamenten inkubiert. Hierfür wurde das Medium 
sorgfältig abgesaugt und durch frisches Medium mit der entsprechenden Konzentration eines 
jeden Medikamentes ersetzt. Die Inkubationsdauer wurde auf 72 Stunden festgesetzt, im 
Anschluss erfolgten die Versuche. 
Vor jedem Versuchsansatz bzw. für jedes neue Experiment wurden die Verdünnungsreihen neu 
angesetzt. Zuvor erfolgte die Berechnung des jeweiligen Mischungsverhältnisses aus Medium 
und Medikament, um die entsprechenden Konzentrationen zu erhalten.  
 
6.4. BrdU-Assay zur Messung der Proliferation 
 
Lösungsansätze 
Roche Cell Proliferation ELISA BrdU Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland 
  1. BrdU-Labeling-Reagent  verdünnt mit Expansionsmedium auf 1:100, Inkubation   
      1000x conc.   der Zellkulturen für 12 Stunden 
  2. Anti-BrdU-POD   Peroxidase gegen BrdU, verdünnt in Antibody-Dilution   
     im Verhältnis 1:10 
  3. FixDenat    vorgefertigte Fixierungslösung für die Zellkulturen 
  4. Washing Buffer   verdünnt mit Aqua bidest. im Verhältnis 1:10 
  5. Substratlösung   
alle Reagenzzusätze wurden zuvor auf Raumtemperatur akklimatisiert, um reproduzierbare 
Versuchsbedingungen zu gewährleisten 
Aqua bidest.    Verdünnung des Washing Buffers 
Schwefelsäure 60 %   Abstoppung der Reaktion 
ELISA-Reader    Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland  
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BrdU (5-Bromo-2’-Deoxyuridine) wird anstelle von Thymidin in die DNA einer jeden 
proliferierenden Zelle eingebaut. Die gemessenen Absorptionswerte korrelieren proportional 
mit der Menge der synthetisierten DNA [Maghni et al., 1999]. 
 
Testprinzip 
Zu untersuchende Zellen werden mit einer entsprechenden Testsubstanz, in diesem Falle mit 
den verschiedenen Immunsuppressiva, kultiviert. Anschließend wird BrdU (5-Bromo-2’-
Deoxyuridine) der Zellkultur zugefügt und je nach Testaufbau 2 bis 24 Stunden inkubiert. 
Während dieser Inkubationszeit erfolgt der Einbau des BrdU anstelle von Thymidin in die 
DNA jeder proliferierenden Zelle. Die nachfolgende Fixierung der Zellen mit FixDenat führt 
zu einer Denaturierung der DNA, so dass der im Anschluss zugegebene Antikörper gegen 
BrdU (anti-BrdU-Peroxidase) an BrdU binden kann. Detektiert wird dieser Immunkomplex 
mittels einer Substratreaktion, welche dann im ELISA-Reader gemessen werden kann. Die 
gemessenen Absorptionswerte korrelieren proportional mit der Menge der synthetisierten DNA 
und demzufolge auch mit der Anzahl der proliferierenden Zellen [Maghni et al., 1999]. 
 
Testdurchführung 
Die seit 60 Stunden mit den Immunsuppressiva inkubierten Zellkultur-Platten wurden 12 
Stunden vor Messzeitpunkt mit je 20 µl des BrdU-Reagenz (BrdU-Labeling-Reagent) unter 
Beibehaltung der Kultivierungsbedingungen (37 °C, 5 % CO2, 21 % O2) inkubiert. Am 
nächsten Morgen wurden die Zellen mit FixDenat für 30 Minuten fixiert und anschließend nach 
Ausschütten der Platten mit Anti-BrdU-POD inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Platten 
mit dem verdünnten Washing-Buffer erfolgte die Inkubation mit der Substratlösung, welche 
nach 20 Minuten durch die Zugabe von 60 %er Schwefelsäure beendet wurde. Im Anschluss 
wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 
690 nm im ELISA-Reader gemessen. Der BrdU-Test erfolgte analog zum MTT-Test in einem 
Dreifachansatz mit je einer Fünfachbestimmung der Werte, aus welchen der Mittelwert mit 
Standardabweichung und schließlich der SEM bestimmt wurde (n = 5).  
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6.5. MTT-Assay zur Messung der Stoffwechselaktivität 
 
Lösungsansätze 
MTT-Stammlösung  MTT-Pulver gelöst in Aqua dest., Konzentration von 5 mg/ml 
Isopropanol-Acid  10% SDS in Isopropanol gelöst + 10 mM HCl   
ELISA-Reader   Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland 
 
Als Test für die Bestimmung der Stoffwechselleistung wird der MTT-Test verwendet. Hierbei 
wird das gelbe 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid (MTT) zum einen 
durch mitochondriale Dehydrogenasen, zum anderen und größtenteils durch die 
Reduktionsäquivalente NADH und NADPH des Endoplasmatischen Retikulums im 
Zytoplasma in lebenden Zellen zu einem tiefblauen Formazansalz umgesetzt [Mosmann, 1983, 
Carmichael et al., 1987, Berridge & Tan, 1993]. Die Spaltung des Tetrazolium-Ringes erfolgt in 
aktiven Mitochondrien [Mosmann, 1983, Ferrari et al., 1990], des Weiteren lässt der Test 
Rückschlüsse auf die Glycolyserate der Zelle zu und kann somit als Aktivitätsmarker für den 
Energie-Stoffwechsel der Zelle eingesetzt werden [Berridge  & Tan, 1993, Berridge et al., 2005]. 
Die Menge des Reaktionsproduktes wird photometrisch nach vorheriger Stoppung der Reaktion 
mittels Isopropanol-Acid bestimmt. 
Die subkonfluenten, mit den Immunsuppressiva seit 72 Stunden in 96-Wellplatten 
inkubierten Zellkulturen wurden mit je 20 µl MTT-Stammlösung in einer Konzentration von 5 
mg/ml versehen. Dabei ergibt sich bei 180 µl Expansionsmedium-Immunsuppressivum-
Gemisch pro Well eine Endkonzentration von 0,5 mg/ml. Das MTT-Substrat verblieb für 3 
Stunden bei 37 °C auf den Zellkulturen. Anschließend wurde die Reaktionslösung in den 
Platten verworfen und die Reaktion mit je 100 µl Isopropanol-Acid pro Well beendet. Nach 
einer Inkubationszeit von 15 Minuten mit Isopropanol-Acid wurden die Formazankristalle 
durch vorsichtiges Schütteln gelöst und es konnte die photometrische Messung bei 570 nm und 
630 nm Referenzwellenlänge erfolgen. Der MTT-Test erfolgte in einem Dreifachansatz mit je 
einer Fünfachbestimmung der Werte, aus welchen der Mittelwert mit Standardabweichung und 
schließlich der SEM bestimmt wurde (n = 5). 
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6.6. Immunzytochemie 
 
Lösungsansätze 
PBS (10x)  Dulbecco’s PBS ohne Calcium und Magnesium 
   mit Aqua bidest. Im Verhältnis 1:9 verdünnt, autoklaviert und gelagert 
PFA 4 %  Aqua bidest. + Paraformaldehydpulver + 2N NaOH + PBS 10x + HCl 
Eselserum  Normal-Esel-Serum, aliquotiert und gelagert bei -20 °C 
PBS-BSA-S-T  PBS + BSA + Serum des Tieres des Sekundärantikörpers + Triton-X-100 
   Blockungslösung, zum Gebrauch frisch hergestellt 
PBS-BSA-T  PBS + BSA + Tween 20 
   Antikörper-Lösung, zum Gebrauch frisch hergestellt 
DAPI-Stammlösung 4`-6-Diamino-2-Phenylindole, in Aqua bidest. gelöst und bei 4 °C gelagert 
Entellan  Mounting Medium, für die Einbettung der gefärbten Deckgläschen 
 
6.6.1. Fixierung von Zellen auf Deckgläschen 
Die Fixierung der behandelten Zellkulturen erfolgte mit vierprozentiger, auf 37 °C erwärmter 
PFA-Lösung. Diese wurde nach einer einmaligen Spülung der Zellen mit PBS für 10 Minuten 
bei Raumtemperatur aufgetragen und anschließend in einem dreimaligen Waschgang mit PBS 
gespült. 
 
6.6.2. Immunzytochemische Färbung proliferierender und differenzierter Zellen 
Färbetechnik 
Die fixierten Zellen wurden mit PBS-BSA-S-T für 30 Minuten bei Raumtemperatur geblockt. 
Dabei diente Eselserum (Serum des Tieres aus dem der Sekundärantikörper stammte) der 
Blockierung unspezifischer Bindungen und Triton-X-100 der Permeabilisierung der Zellwände. 
Anschließend erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem entsprechenden Primärantikörper, 
welcher in entsprechender Verdünnung mit PBS-BSA-T für den sofortigen Gebrauch 
hergestellt wurde. Es wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend die 
Zellen dreimal mit PBS für jeweils 10 Minuten gewaschen. Der nachfolgende Schritt stellte die 
Inkubation mit dem Sekundärantikörper dar, welcher zuvor in entsprechender Verdünnung mit 
PBS-BSA-T hergestellt wurde und abgedunkelt bei Raumtemperatur für 1 Stunde auf den 
Zellen verblieb. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit PBS für jeweils weitere 10 
Minuten gewaschen. Zur Detektion der Zellkerne erfolgte im letzten Schritt die Färbung mit  
4`-6-Diamino-2-Phenylindole (DAPI), welches in entsprechender Verdünnung mit PBS für 15 
Minuten abgedunkelt inkubiert wurde und danach mit PBS in 3 Waschschritten heruntergespült 
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wurde. Die gefärbten Zellen wurden über Nacht abgedunkelt getrocknet und am folgenden Tag 
mit Entellan auf Objekträgern eingebettet, so dass eine Lagerung im Kühlschrank bei 4 °C 
erfolgen konnte. 
 
Antigen Ki67 Nestin GFAP Tuj-1 
     primärer polyklonaler monoklonaler monoklonaler polyklonaler 
Antikörper Kaninchen-AK Maus-AK Maus-AK Kaninchen-AK 
     Verdünnung 1:500 1:400 1:400 1:2000 
     Firma Novocastra Convance Chemicon Convance 
     sekundärer  Esel-anti-Kaninchen Esel-anti-Maus Esel-anti-Maus Esel-anti-Kaninchen 
Antikörper Alexa Fluor 594 Alexa Fluor 488 IgM Alexa Fluor 488 IgM Alexa Fluor 594 
     Verdünnung 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 
     Firma Molecular Probes Molecular Probes Molecular Probes Molecular Probes 
 
Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten primären und sekundären Antikörper 
 
Verwendete Färbungen 
Sowohl die proliferierenden, als auch die differenzierten Zellkulturen wurden mittels einer 
Doppelfärbung markiert. 
Als Marker für die proliferierenden neuralen Progenitorzellen dienten Ki67 und Nestin. 
Hierbei stellt Ki67 ein humanes Kernantigen dar, welches in allen proliferierenden Zellen 
während der späten G1-, S-, M- und G2-Phasen des Zellzyklus  exprimiert wird [Torp, 1997, 
Shaaban et al., 2002, van Hogerlinden et al., 2002]. Nestin, ein Klasse-VI-Intermediärfilament, 
welches während früher Entwicklungsstufen des ZNS gebildet und mit Beginn der 
Differenzierung herunter reguliert wird, wurde zur Identifizierung unreifer neuraler 
Progenitorzellen eingesetzt [Messam et al., 2000, Humphrey et al., 2003]. Die Markierung der 
differenzierten Zellen gestaltete sich in Form einer Doppelfärbung mit GFAP und Tuj-1. Dabei 
wurden die Astrozyten mit dem Antikörper gegen das saure Gliafaserprotein GFAP), welches 
als Klasse-III-Intermediärfilament, das den Hauptbestandteil der Intermediärfilamente in 
Astrozyten ausmacht, identifiziert [Pang et al., 2000, Caldwell et al., 2001, Ward et al., 2004]. Die 
Neurone hingegen konnten mit dem gegen das in neuronalen Zellen exprimierte ß-III-Tubulin 
(Tuj-1)  markiert werden [Zhang & Yang, 2001, Feuer et al., 2005, Mozzetti et al., 2005].   
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Quantifizierung der Färbungen 
Es wurden je gefärbter Zellkultur 3 Gesichtsfelder in 200facher Vergrößerung (Zählfeld = 335 
x 445 µm) ausgezählt. Die Ergebnisse wurden in Form von Mittelwerten mit entsprechender 
Standardabweichung und schließlich SEM angegeben (n = 3). 
 
6.7. Statistische Methoden 
 
Die normalverteilten Daten wurden statistisch mittels einer Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt 
von Bonferroni’s Test für multiple Vergleiche gegenüber der Kontrollgruppe (unbehandelte 
Zellen) ausgewertet. Als signifikant wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 (zweiseitig) 
erachtet. Für die Prüfung des family-wise-error wurde die Holm-Bonferroni-Korrektur für das 
multiple Testen verwendet. Dies geschah in folgender hierarischer Reihenfolge: 
 
  MEC     p < 0,05 
  1/10 MEC    p < 0,0167 
  10x MEC    p < 0,025 
  30 – 100x MEC   p < 0,0125 
  100 – 1000x MEC  p < 0,01 
 
Alle Daten wurden als Mittelwerte mit SEM als Fehlerindikator angegeben. Alle statistischen 
Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Statistiksoftware SigmaStat (SigmaStat 3.5 software 
package, Jandel Corp., San Rafael, CA).  
  49 
7. Ergebnisse 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden humane fetale neurale Progenitorzellen hinsichtlich ihrer 
Eigenschaften in Proliferation, Stoffwechselleistung und Differenzierung unter verschiedenen 
immunsuppressiven Substanzen analysiert. Hierzu erfolgte eine Reihe von in vitro 
Untersuchungen nach 72-stündiger Inkubation der Zellen mit den Substanzen Cyclosporin A, 
Everolimus, Mycophenolat und Prednisolon in den verschiedenen Konzentrationsreihen (siehe 
Tabelle 3, Ende des Ergebnisteils). Parallel erfolgte die Analyse unbehandelter Zellen, um 
einen direkten Vergleich behandelter und unbehandelter Zellen anstreben zu können. 
Maßgeblich stand dabei die Analyse der Zelleigenschaften im Bereich der minimalen 
effektiven Konzentration (MEC) im Vordergrund, so dass sich die Betrachtungen zumeist auf 
diese Wirkstoffkonzentration und den Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe 
konzentrieren. 
 
7.1. Charakterisierung des Proliferationsverhaltens von hfNPCs in 
Abhängigkeit verschiedener immunsuppressiver Substanzen 
 
Humane fetale neurale Progenitorzellen (hfNPCs) wurden unter den in Kapitel 3 beschriebenen 
Bedingungen inkubiert und getestet. Für die Analyse der Proliferationseigenschaften 
unbehandelter und mit Immunsuppressiva behandelter Zellen wurden zum einen der BrdU-
Assay und zum anderen die immunzytochemische Färbung mit Ki67/Nestin durchgeführt. 
Mithilfe des BrdU-Assays wird eine Aussage über die Proliferationsrate der Zellen getroffen, 
die Färbung mit Ki67 dient der Darstellung von sich in Mitose befindlichen Zellen in einer 
Zellkultur. 
 
7.1.1. Proliferationskapazität (BrdU-Assay) 
Die Abbildungen 7.1. bis 7.4. stellen die Proliferationskapazität von hfNPCs in den 
verschiedenen Konzentrationsreihen mit den ausgewählten Immunsuppressiva dar. Dabei 
wurde der gemessene BrdU-Umsatz der unbehandelten Kontrollgruppe mit 100 Prozent 
festgelegt. Für den Vergleich wurde für die Messwerte der behandelten Zellkulturen der 
entsprechende Prozentsatz berechnet (siehe Abb. 7.1. bis 7.4.).  
Der Einsatz aller vier verschiedenen immunsuppressiven Substanzen führt zu einer 
konzentrationsabhängigen Änderung der Proliferationsrate von humanen fetalen neuralen 
Progenitorzellen (hfNPCs).  
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7.1.1.1. Cyclosporin A 
Unter einer Behandlung mit Cyclosporin A ist eine signifikante Abnahme der Proliferation der 
hfNPCs zu verzeichnen (p < 0,001, siehe Abb. 7.1.). Bereits bei einer Konzentration von     
0,03 µg/ml, entsprechend 1/10 der MEC, ist eine Reduktion der Proliferationsrate auf          
71,5 % ± 4,2 % zu beobachten (p = 0,006). In den beiden nächst höheren Konzentrationen zeigt 
sich eine kontinuierliche Abnahme auf ein vergleichbares Niveau mit 58,5 % ± 7,1 % bei einer 
10fachen MEC von 3 µg/ml (p < 0,001). Bei einer weiteren Erhöhung der Konzentration auf 10 
µg/ml tritt eine drastische Abnahme der Proliferationsrate auf 16,6 % ± 6,4 % ein (p < 0,001).  
Bei einer Konzentration von 30 µg/ml, entsprechend einer 100fachen MEC, kommt die 
Proliferationsrate mit 3,1 %  ± 0,2 % fast gänzlich zum Erliegen (p < 0,001). 
 
Abb. 7.1.: Auswirkungen von Cyclosporin A auf die Proliferation humaner fetaler neuraler 
Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p < α) und Bonferroni’s post-hoc Test für 
das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC):          
p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01 
 
7.1.1.2. Everolimus 
Eine konzentrationsabhängige Abnahme der Proliferation tritt auch unter der Behandlung mit 
Everolimus auf. Unter der MEC von 10 ng/ml ist zunächst ein Rückgang der Proliferation auf 
62,8 % ± 11,6 % zu beobachten, wenn auch statistisch hier keine Signifikanz gezeigt werden 
konnte. Eine Verzehnfachung der MEC auf 100 ng/ml bewirkt eine signifikante Reduktion der 
Proliferationsrate auf 49,4 % ± 12,1 % (p = 0,019, siehe Abb. 7.2.). Weitere 
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Konzentrationssteigerungen um das 10- und 30fache (entsprechend 1 µg/ml und 3 µg/ml) 
führen zu keiner weiteren wesentlichen Änderung der Proliferationsrate.  
 
Abb. 7.2.: Auswirkungen von Everolimus auf den BrdU-Umsatz proliferierender humaner fetaler neuraler 
Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p < α) und Bonferroni’s post-hoc Test für 
das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC):          
p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01 
 
7.1.1.3. Mycophenolat 
Ein signifikanter Proliferationsrückgang verzeichnet sich unter der Behandlung mit 
Mycophenolat bereits ab einer Konzentration von 1 µg/ml, welche der unteren Grenze der 
MEC entspricht. Die Proliferationsrate von hfNPCs sinkt bei dieser Konzentration auf 53,7 % ± 
1,4 % (p < 0,05, siehe Abb. 7.3.). Bei Verzehnfachung der Konzentration auf 10 µg/ml und 
damit Erreichen der oberen Grenze der MEC verzeichnet sich ein weiterer signifikanter 
Rückgang der Proliferationsrate auf 14,7 % ± 8,9 % (p < 0,001). In den folgenden hohen 
Konzentrationen von 30 µg/ml und 100 µg/ml verbleibt die Proliferationsrate der Zellen 
gleichbleibend mit 8,3 % ± 4 % (100 µg/ml) auf einem sehr niedrigen Niveau (p < 0,001). 
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Abb. 7.3.: Auswirkungen von Mycophenolat auf den BrdU-Umsatz proliferierender humaner fetaler 
neuraler Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p < α) und Bonferroni’s post-hoc Test für 
das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC):          
p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01 
 
7.1.1.4. Prednisolon 
Die Behandlung mit Prednisolon bewirkt in den niedrigen Konzentrationen, einschließlich des 
therapeutischen Bereiches um 0,2 µg/ml, eine nur geringfügige Reduktion der 
Proliferationskapazität bis auf 84,7 % ± 0,5 % (siehe Abb. 7.4.). Erst mit einer Erhöhung der 
Konzentration auf das einhundertfache der MEC (20 µg/ml) zeigt sich dann eine deutliche 
Reduktion der Proliferationsrate auf 61,8 % ± 10,8 %. Bei Konzentrationen weit außerhalb des 
therapeutischen Bereiches sinkt der Anteil proliferierender Zellen signifikant um etwa zwei 
Drittel auf nur noch 27,8 % ± 10,8 % (p < 0,001). 
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 Abb. 7.4.: Auswirkungen von Prednisolon auf den BrdU-Umsatz proliferierender humaner fetaler neuraler 
Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p < α) und Bonferroni’s post-hoc Test für 
das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC):          
p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01 
 
7.1.2. Expression von Ki67 
In den Abbildungen 7.5. bis 7.12. ist der Anteil der Ki67-exprimierenden Zellen der 
unbehandelten und mit den jeweils vier verschiedenen Immunsuppressiva behandelten 
humanen fetalen neuralen Progenitorzellen dargestellt2. Der Anteil von Ki67-exprimierenden 
Zellen in der unbehandelten Kontrollgruppe beträgt 32,5 % ± 2,51 %. 
Aus den grafischen Darstellungen ist zu entnehmen, dass sich substanz- und 
konzentrationsabhängig der Anteil Ki67-positiver Zellen im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrollgruppe bei allen vier immunsuppressiven Substanzen vermindert.  
 
7.1.2.1. Cyclosporin A 
Die Behandlung mit Cyclosporin A ergibt unter der MEC von 0,3 µg/ml sowie 1/10 dessen 
Konzentration von 0,03 µg/ml keine Änderung des Anteils von Ki67-exprimierenden Zellen. 
                                                
2 Es ist zu vermerken, dass für die Substanzen Cyclosporin A und Mycophenolat jeweils nur die ersten drei 
Konzentrationen verwendet wurden, da in den jeweils beiden höchsten Konzentrationen eine zu geringe Menge an 
vitalen Zellen auf dem Deckgläschen verblieben, um eine valide quantitative Analyse durchführen zu können. 
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Erst eine Verzehnfachung der MEC auf 3 µg/ml resultiert in einer statistisch nicht-signifikanten 
Abnahme von Ki67-postiven Zellen auf 25,5 % ±  2,7 % (siehe Abb. 7.5.). 
 
 
Abb. 7.5.: Auswirkung von CsA auf den Anteil Ki67/Nestin-positiver Zellen bei proliferierenden humanen 
fetalen neuralen Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Ki67/Nestin-positiver Zellen von je 3 Zählfeldern aller 
Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA und 
Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC):       
p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01 
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Abb. 7.6. Immunzytochemische Färbung mit CsA behandelter undifferenzierter humaner neuraler 
Progenitorzellen mit Ki67/Nestin 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit CsA behandelter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung (Zählfeld = 335 x 445 µm), 
Maßstab = 50 µm. Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). Der Pfeil markiert exemplarisch mitotisch 
aktive Zellen, welche mittels Ki67 (rot) angefärbt werden konnten. 
 
7.1.2.2. Everolimus 
Werden hfNPCs mit Everolimus behandelt, so verringert sich der Anteil Ki67-exprimierender 
Zellen bei der niedrigsten Konzentration von 1 ng/ml auf 27,1 % ± 3,7 %. Bei Behandlung mit 
der MEC von 10 ng/ml besteht kein Unterschied zur Kontrollgruppe. In den folgenden 
Konzentrationssteigerungen auf 100 ng/ml bis 3000 ng/ml nimmt der Anteil der 
proliferierenden Zellen bis auf 18,3 % ± 2,1 % ab. Dies entspricht einer Abnahme der 
proliferierenden Zellen um die Hälfte im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe bei der 
Höchstkonzentration von 3000 ng/ml, wobei sich in der Holm-Bonferroni-Korrektur kein 
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe herausstellte (p = 0,034, siehe Abb. 7.7.). 
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Abb. 7.7.: Auswirkung von Everolimus auf den Anteil Ki67/Nestin-positiver Zellen bei proliferierenden 
humanen fetalen neuralen Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Ki67/Nestin-positiver Zellen von je 3 Zählfeldern aller 
Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA und 
Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC):       
p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01 
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Abb. 4.8. Immunzytochemische Färbung mit Everolimus behandelter undifferenzierter humaner neuraler 
Progenitorzellen mit Ki67/Nestin 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit Everolimus behandelter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung (Zählfeld = 335 x 445 
µm), Maßstab = 50 µm. Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). Der Pfeil markiert exemplarisch mitotisch 
aktive Zellen, welche mittels Ki67 (rot) angefärbt werden konnten. 
 
7.1.2.3. Mycophenolat 
Eine Behandlung der Zellen mit Mycophenolat zeigt zunächst in der niedrigsten Konzentration 
von 0,1 µg/ml keine Änderung des Anteils Ki67-exprimierender Zellen. Im therapeutischen 
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Bereich tritt bereits an der unteren Grenze der MEC (1µg/ml) eine drastische und statistisch 
signifikante Abnahme der proliferierenden Zellen mit 10,6 % ± 1,2 % auf nur noch ein Drittel 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe ein (p = 0,001, siehe Abb. 7.9.). Bei der nächst 
höheren Konzentration, der oberen Grenze der MEC (10 µg/ml), verbleibt der Anteil der 
proliferierenden Zellen auf diesem signifikant erniedrigten Niveau von 10,1 % ± 1,9 %           
(p = 0,001). 
 
 
Abb. 7.9.: Auswirkung von Mycophenolat auf den Anteil Ki67/Nestin-positiver Zellen bei proliferierenden 
humanen fetalen neuralen Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Ki67/Nestin-positiver Zellen von je 3 Zählfeldern aller 
Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p      
= 0,001) und Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05,          
α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): 
p < 0,01 
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Abb. 7.10. Immunzytochemische Färbung mit Mycophenolat behandelter undifferenzierter humaner 
neuraler Progenitorzellen mit Ki67/Nestin 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit Mycophenolat behandelter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung (Zählfeld = 335 x 445 
µm), Maßstab = 50 µm. Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). Der Pfeil markiert exemplarisch mitotisch 
aktive Zellen, welche mittels Ki67 (rot) angefärbt werden konnten. 
 
7.1.2.4. Prednisolon 
Die Behandlung mit Prednisolon vermindert bereits bei 1/10 der MEC, entsprechend einer 
Konzentration von 0,02 µg/ml, deutlich aber nicht-signifikant den Anteil Ki67-exprimierender 
Zellen um etwa 40 % auf 19,6 % ± 2,2 % (siehe Abb. 7.11.). Bei einer Verzehnfachung der 
MEC auf eine Konzentration von 2 µg/ml tritt nochmals eine Abnahme der proliferierenden 
Zellen auf 13,6 % ± 2,1 % ein. Die höchste Konzentration des Medikaments von 200 µg/ml 
bewirkt eine Reduktion des Anteils Ki67-positiver Zellen auf   11,2 % ± 6,0 %. Dies entspricht 
einer um zwei Drittel verminderten Proliferation der Zellen. Mittels Holm-Bonferroni-
Korrektur stellte sich jedoch kein signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrollgruppe 
heraus. 
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Abb. 7.11.: Auswirkung von Prednisolon auf den Anteil Ki67/Nestin-positiver Zellen bei proliferierenden 
humanen fetalen neuralen Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Ki67/Nestin-positiver Zellen von je 3 Zählfeldern aller 
Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA und 
Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC):       
p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01 
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Abb. 7.12. Immunzytochemische Färbung mit Prednisolon behandelter undifferenzierter humaner neuraler 
Progenitorzellen mit Ki67/Nestin 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit Prednisolon behandelter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung (Zählfeld = 335 x 445 
µm), Maßstab = 50 µm. Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). Der Pfeil markiert exemplarisch mitotisch 
aktive Zellen, welche mittels Ki67 (rot) angefärbt werden konnten. 
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7.2. Stoffwechselaktivität von hfNPCs in Abhängigkeit verschiedener 
immunsuppressiver Substanzen (MTT-Assay) 
 
Die Untersuchung des Effekts der vier unterschiedlichen immunsuppressiven Substanzen auf 
den Stoffwechsel undifferenzierter humaner fetaler neuraler Progenitorzellen (hfNPCs) erfolgte 
mit dem MTT-Test. Analog zum BrdU-Test wurde die gemessene Aktivität der unbehandelten 
Kontrollgruppe mit 100 Prozent festgelegt. Für den Vergleich wurde für die Messwerte der 
behandelten Zellkulturen der entsprechende Prozentsatz in Relation zur Kontrollgruppe 
berechnet.  
 
7.2.1. Cyclosporin A 
Die Behandlung mit Cyclosporin A bewirkt eine signifikante Änderung der 
Stoffwechselaktivität (p < 0,001, siehe Abb. 4.13.).  Unter 1/10 der MEC (0,03 µg/ml) bis zu 
dem 30fachen der MEC (10µg/ml) ist eine Steigerung der Stoffwechselaktivität im MTT-Test 
zu beobachten. Dabei erhöht sich die Stoffwechselaktivität der Zellen bei der MEC von         
0,3 µg/ml deutlich um 25,1 % ± 7,6 % im Vergleich zur Kontrolle. Bei einer Verzehnfachung 
der MEC (3 µg/ml) tritt ein signifikanter Anstieg der Stoffwechselleistung auf 133,2 % ± 1,5 % 
ein (p = 0,016). Bei einer weiteren Steigerung der Konzentration auf 30 µg/ml verzeichnet sich 
dagegen ein signifikanter Rückgang des MTT-Umsatzes auf 51,6 % ± 10,8 % (p < 0,001).  
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Abb. 7.13.: Auswirkungen von Cyclosporin A auf den MTT-Umsatz proliferierender humaner fetaler 
neuraler Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p < α) und Bonferroni’s post-hoc Test für 
das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC):          
p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01  
 
7.2.2. Everolimus 
Die Stoffwechselaktivität proliferierender hfNPCs nimmt bei der Behandlung mit Everolimus 
signifikant ab (p < 0,001, siehe Abb. 7.14.). Bei der MEC von 10 ng/ml zeigt sich ein, wenn 
auch nicht statistisch signifikanter, Abfall der Stoffwechselaktivität auf 84,6 % ± 6,0 %. Erst 
weit außerhalb therapeutisch relevanter Konzentrationen von 1000 und 3000 ng/ml, 
entsprechend dem 100 bzw. 300fachen der MEC verzeichnet sich ein signifikanter Rückgang 
der Stoffwechselleistung auf 79,6 % ± 2,6 (p = 0,01) respektive 66,2 % ± 3,9 % (p < 0,001).  
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Abb. 7.14.: Auswirkungen von Everolimus auf den MTT-Umsatz proliferierender humaner fetaler neuraler 
Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p < α) und Bonferroni’s post-hoc Test für 
das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC):          
p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01  
 
7.2.3. Mycophenolat 
Werden proliferierende hfNPCs mit Mycophenolat in einer sehr niedrigen Konzentration von 
0,1 µg/ml behandelt, bewirkt dies einen signifikanten Anstieg der Stoffwechselaktivität um 
20,6 % ± 4,0 % (p = 0,01, siehe Abb. 7.15.). Im therapeutischen Bereich mit Konzentrationen 
zwischen 1 µg/ml und 10 µg/ml zeigt sich keine wesentliche Änderung der 
Stoffwechselaktivität im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Bei einer Erhöhung der 
Konzentration um das 3fache der oberen Grenze der MEC (30 µg/ml) reduziert sich die 
Stoffwechselleistung signifikant auf 76,8 % ± 3,8 % (p = 0,004). 
 
0 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
unbehandelt 1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml 1 µg/ml 3 µg/ml 
Pr
oz
en
t 
Konzentration 
MTT-Assay proliferierender hfNPCs mit Everolimus 
  65 
 
Abb. 7.15.: Auswirkungen von Mycophenolat auf den MTT-Umsatz proliferierender humaner fetaler 
neuraler Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA (* = p < α) und Bonferroni’s post-hoc Test für 
das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC):          
p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01  
 
7.2.4. Prednisolon 
Eine Behandlung von proliferierenden hfNPCs mit Prednisolon lässt bei 1/10 der MEC mit 
0,02 µg/ml den MTT-Umsatzes nicht-signifikant um etwa 20 % im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrollgruppe auf 80,4 % ± 11,4 % sinken. Die Behandlung der Zellen mit der 
MEC von 0,2 µg/ml resultiert in einer gleichbleibenden Stoffwechselleistung wie die der 
Kontrollgruppe (siehe Abb. 7.16.). Weitere Konzentrationssteigerungen bis zur 100fachen der 
MEC (20 µg/ml ) führen zu einem graduellen, aber nicht-signifikanten Anstieg der 
Stoffwechselaktivität der Zellen bis auf 130,1 % ± 11,4 %.  
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Abb. 7.16.: Auswirkungen von Prednisolon auf den MTT-Umsatz proliferierender humaner fetaler 
neuraler Progenitorzellen (hfNPCs): 
Darstellung der Mittelwerte aus den Daten von 3 unabhängigen Experimenten mit jeweils n = 5 und des SEM als 
Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way ANOVA und Bonferroni’s post-hoc Test für das 
multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05, α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,025, 
α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): p < 0,01  
 
7.3. Charakterisierung des Differenzierungsverhaltens von hfNPCs in 
Abhängigkeit verschiedener immunsuppressiver Substanzen 
 
Die Markierung der differenzierten Zellen wurde in Form einer Doppelfärbung mit Antikörpern 
gegen GFAP und Tuj-1 vorgenommen. Sowohl für die Färbung unter Cyclosporin A, als auch 
unter Mycophenolat wurden jeweils nur die ersten drei Konzentrationen verwendet, da, wie 
auch in der immunzytochemischen Färbung der proliferierenden Zellen, in den jeweils beiden 
höchsten Konzentrationen keine ausreichende Anzahl vitaler Zellen auf dem Deckgläschen 
verblieben, um eine quantitative Analyse durchführen zu können. Neurone können mit dem 
gegen das in neuronalen Zellen exprimierte ß-III-Tubulin (Tuj-1) markiert werden. Dies ist ein 
Hauptbestandteil der Mikrotubuli und spezifisch für Neurone [Zhang & Yang, 2001, Feuer et al., 
2005, Mozzetti et al., 2005]. GFAP bezeichnet das saure Gliafaserprotein, welches als Klasse-III-
Intermediärfilament den Hauptbestandteil der Intermediärfilamente in Astrozyten ausmacht 
[Pang et al., 2000, Caldwell et al., 2001, Ward et al., 2004]. Unbehandelte differenzierte hfNPCs 
zeigen einen Anteil Tuj-1-positiver Zellen von 21,6 % ± 1,1 % und GFAP-positiver Zellen von 
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57,8 % ± 6,3 % unter unseren Zellkulturbedingungen nach einer Differenzierung von 8-10 
Tagen. 
Generell lässt sich die Aussage treffen, dass sich bei allen vier Immunsuppressiva keine 
eindeutige Änderung der Differenzierungseigenschaften abzeichnet. Dennoch konnten in den 
Experimenten einige deutliche Effekte auf die Differenzierung der Zellen beobachtet werden, 
wobei sich hierbei keine statistisch signifikanten Ergebnisse ergaben. 
 
7.3.1. Cyclosporin A 
Die Behandlung von differenzierten hfNPCs mit Cyclosporin A in den Konzentrationen von 
0,03 µg/ml bis 3 µg/ml, entsprechend 1/10 der MEC bis zur 10fachen MEC, zeigt einen 
tendenziellen Anstieg Tuj-1-positiver Zellen (siehe Abb. 7.17.). Bei der MEC von 0,3 µg/ml 
differenzieren 24,9 % ± 4,1 % der Zellen in Tuj-1-positive Zellen. Bei einer 
Konzentrationssteigerung auf das 10fache der MEC (3 µg/ml) steigt die Tuj-1-positive 
Zellfraktion bis auf 30,6 % ± 0,7 % an, wobei eine statistische Signifikanz zur Kontrollgruppe 
mittels Holm-Bonferroni-Korrektur nicht gezeigt werden konnte. Dies entspricht einer relativen 
aber statistisch nicht signifikanten Induktion der Neurogenese von knapp 25%.  
Dementgegen zeigt die Behandlung mit Cyclosporin A in den untersuchten 
Konzentrationen eine Abnahme GFAP-positiver Zellen im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 
7.17.). Werden die Zellen mit der MEC von 0,3 µg/ml behandelt, so reduziert sich der Anteil 
der GFAP-positiven Zellen auf 48,7% ± 6,0 %. Ein statistisch signifikanter Unterschied zur 
unbehandelten Kontrollgruppe konnte jedoch ebenfalls nicht dargestellt werden.  
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Abb. 7.17.: Auswirkung von Cyclosporin A auf den Anteil Tuj-1 und GFAP-positiver Zellen während der 
Differenzierung humaner fetaler neuraler Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Tuj-1-positiver und GFAP-positiver Zellen von je 3 
Zählfeldern aller Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way 
ANOVA und Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05,         
α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): 
p < 0,01  
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Abb. 7.18. Immunzytochemische Färbung mit CsA behandelter differenzierter humaner neuraler 
Progenitorzellen mit Tuj-1/GFAP 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit Cyclosporin A behandelter differenzierter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung 
(Zählfeld = 335 x 445 µm), Maßstab = 50 µm. Tuj-1-positive Zellen (rot, exemplarisch mit Pfeil markiert) 
repräsentieren neuronale Zellen, GFAP-positive Zellen (grün, exemplarisch mit Pfeil markiert) repräsentieren 
Astrozyten, Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). 
 
7.3.2. Everolimus 
Werden differenzierte hfNPCs mit Everolimus bei 1/10 der MEC (1 ng/ml) behandelt, zeigt 
sich ein deutlicher, aber nicht-signifikanter Anstieg Tuj-1-positiver Zellen auf 27,5 % ± 1,1 % 
(siehe Abb. 7.19.). Bei Behandlung mit der MEC (10 ng/ml) resultiert keine wesentliche 
Änderung der Tuj-1-positiven Zellfraktion gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe, 
ebenso zeigt sich kein Unterschied in den höheren Konzentrationen von 1 µg/ml und 3 µg/ml.  
Demgegenüber tritt unter der Behandlung von Everolimus eine statistisch signifikante 
Veränderung der Astrogenese auf (p = 0,02). Mittels Holm-Bonferroni-Korektur zeigten sich 
jedoch keine signifikanten Veränderungen gegenüber der Kontrollgruppe. Bei einer 
Behandlung mit der MEC von 10 ng/ml erhöht sich der Anteil GFAP-positiver Zellen von   
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57,8 % ± 6,3 % auf 66,7 % ± 2,5 %. Ein signifikanter Unterschied im Vergleich mit der 
unbehandelten Kontrollgruppe stellte sich jedoch nicht heraus. Behandlungen mit den 
nachfolgend höheren Konzentrationen von 100 ng/ml und 1µg/ml führen hingegen zu einer 
Reduktion der Anteile GFAP-positiver Zellen auf 50,5 % ± 2,5 % und 53,7 % ± 1,4 % im 
Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung mit der höchsten Konzentration von 3 µg/ml, die weit 
außerhalb des therapeutischen Bereiches liegt, verringert den Anteil GFAP-positiver Zellen 
deutlich, aber nicht-signifikant im Sinne der Holm-Bonferroni-Korrektur auf 43,6 % ± 2,8 %  
(p = 0,015). 
 
 
Abb. 7.19.: Auswirkung von Everolimus A auf den Anteil Tuj-1 und GFAP-positiver Zellen während der 
Differenzierung humaner fetaler neuraler Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Tuj-1-positiver und GFAP-positiver Zellen von je 3 
Zählfeldern aller Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way 
ANOVA und Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05,         
α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,025, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): 
p < 0,01  
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Abb. 7.20. Immunzytochemische Färbung mit Everolimus behandelter differenzierter humaner neuraler 
Progenitorzellen mit Tuj-1/GFAP 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit Everolimus behandelter differenzierter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung (Zählfeld = 
335 x 445 µm), Maßstab = 50 µm. Tuj-1-positive Zellen (rot, exemplarisch mit Pfeil markiert) repräsentieren 
neuronale Zellen, GFAP-positive Zellen (grün, exemplarisch mit Pfeil markiert) repräsentieren Astrozyten, 
Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). 
  
  72 
7.3.3. Mycophenolat 
Eine Behandlung mit Mycophenolat bewirkt deutliche Veränderungen der Neurogenese von 
hfNPCs (siehe Abb. 7.21). Eine statistische Signifikanz gegenüber der Kontrollgruppe konnte 
mittels Holm-Bonferroni-Korrektur jedoch nicht nachgewiesen werden. Bei 1/10 der MEC  
(0,1 µg/ml) stellt sich zunächst eine ersichtliche aber nicht signifikante Zunahme Tuj-1-
positiver Zellen um etwa ein Drittel auf 28,4 % ± 1,7 % dar. Im unteren therapeutischen 
Bereich mit 1 µg/ml zeigt sich nur ein leichter Anstieg dieser Zellfraktion auf 22,4 % ± 3,4 %. 
Bei der Behandlung im Bereich der oberen Grenze der MEC (10 µg/ml) sinkt dagegen der 
Anteil der Zellfraktion auf 12,3 % ± 1,5 % ab. Dies entspricht einem Rückgang der 
Neurogenese um 43 % gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe.  
Eine signifikante Veränderung der Astrogenese bei der Behandlung mit Mycophenolat 
konnte nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 7.21). Die Behandlung in den niedrigen 
Konzentrationen von 0,1 µg/ml und im unteren Bereich der MEC von 1 µg/ml führt zu einer 
graduellen Zunahme GFAP-positiver Zellen auf 58,5 % ± 1,1 % und 58,9 % ± 3,2 %. Werden 
die Zellen mit der MEC im oberen therapeutischen Bereich von 10 µg/ml behandelt, reduziert 
sich der Anteil GFAP-positiver Zellen nicht-signifikant auf 52,0 % ± 1,5 %.  
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Abb. 7.21.: Auswirkung von Mycophenolat auf den Anteil Tuj-1 und GFAP-positiver Zellen während der 
Differenzierung humaner fetaler neuraler Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Tuj-1-positiver und GFAP-positiver Zellen von je 3 
Zählfeldern aller Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way 
ANOVA und Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05,         
α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,25, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): 
p < 0,01  
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Abb. 7.22. Immunzytochemische Färbung mit Mycophenolat behandelter differenzierter humaner neuraler 
Progenitorzellen mit Tuj-1/GFAP 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit Mycophenolat behandelter differenzierter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung (Zählfeld 
= 335 x 445 µm), Maßstab = 50 µm. Tuj-1-positive Zellen (rot, exemplarisch mit Pfeil markiert) repräsentieren 
neuronale Zellen, GFAP-positive Zellen (grün, exemplarisch mit Pfeil markiert) repräsentieren Astrozyten, 
Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). 
 
7.3.4. Prednisolon 
Die Behandlung der differenzierten hfNPCs mit Prednisolon bewirkt eine signifikante 
Veränderung der Neurogenese der Zellen in den verschiedenen Konzentrationen (p = 0,01, 
siehe Abb. 7.23.), wobei Holm-Bonferroni-Korrektur einen statistisch signifikanten 
Unterschied zur Kontrollgruppe ausschloss. In der niedrigsten Konzentration bei 1/10 der MEC 
von 0,02 µg/ml verzeichnet sich eine nicht-signifikante Zunahme Tuj-1-positiver Zellen auf 
27,5 % ± 2,2 %. Eine Behandlung der Zellen mit der MEC von 0,2 µg/ml führt zu einer 
leichten Abnahme der Tuj-1-positiven Zellen auf 18,9 % ± 1,9 %. In den höheren 
Konzentrationen stellen sich ebenfalls keine Veränderungen der Tuj-1-positiven Zellfraktion 
dar. 
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Ebenso hat die Behandlung differenzierter hfNPCs mit Prednisolon einen signifikanten 
Einfluss auf die Astrogenese (p = 0,017). In den niedrigen Konzentrationen von 1/10 der MEC 
mit 0,02 µg/ml und der MEC mit 0,2 µg/ml zeigt sich zunächst eine Reduktion GFAP-positiver 
Zellen auf 51,2 % ± 1,2 % respektive 50,2 % ± 2,6 %. Bei Behandlungen mit den höheren 
Konzentrationen ab dem 10fachen der MEC erhöht sich kontinuierlich der Anteil der GFAP-
positiven Zellfraktion bis auf 73,0 % ± 1,7 % in der Höchstkonzentration von 200 µg/ml. Dabei 
zeigen sich jedoch mittels Holm-Bonferroni-Korrektur keine signifikanten Unterschiede 
gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe (p = 0,3).  
 
 
Abb. 7.23.: Auswirkung von Prednisolon auf den Anteil Tuj-1 und GFAP-positiver Zellen während der 
Differenzierung humaner fetaler neuraler Progenitorzellen (hfNPCs). 
Darstellung der Mittelwerte des prozentualen Anteils Tuj-1-positiver und GFAP-positiver Zellen von je 3 
Zählfeldern aller Versuchsgruppen mit dem SEM als Fehlerindikator. Statistische Auswertung mittels One-way 
ANOVA und Bonferroni’s post-hoc Test für das multiple Testen. Signifikanzniveaus: α1 (MEC): p < 0,05,         
α2 (1/10 MEC): p < 0,0167, α3 (10 x MEC): p < 0,25, α4 (30 – 100 x MEC): p < 0,0125, α5 (100 – 1000 MEC): 
p < 0,01  
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Abb. 7.24. Immunzytochemische Färbung mit Prednisolon behandelter differenzierter humaner neuraler 
Progenitorzellen mit Tuj-1/GFAP 
Exemplarisch wird die Kontrollgruppe der unbehandelten hfNPCs und jeweils eine Abbildung der entsprechenden 
Konzentration mit Prednisolon behandelter differenzierter hfNPCs dargestellt, 200fache Vergrößerung (Zählfeld = 
335 x 445 µm), Maßstab = 50 µm. Tuj-1-positive Zellen (rot, exemplarisch mit Pfeil markiert) repräsentieren 
neuronale Zellen, GFAP-positive Zellen (grün, exemplarisch mit Pfeil markiert) repräsentieren Astrozyten, 
Zellkerne wurden mittels DAPI gefärbt (blau). 
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Tabelle 3: 
Gesamt-Übersicht der Ergebnisse der Testverfahren für alle vier Immunsuppressiva in jeweils 
der gewählten Konzentrationsreihe. Angaben in Prozent. Fett markiert: MEC = minimale 
effektive Konzentration. Rot markiert: Signifikante Abweichung von der Kontrollgruppe nach 
oben. Blau markiert: Signifikante Abweichung von der Kontrollgruppe nach unten. 
Konzentrationen:  
Cyclosporin A: 1 = 0,03 µg/ml, 2 = 0,3 µg/ml, 3 = 3 µg/ml, 4 = 10 µg/ml, 5 = 30 µg/ml; 
Everolimus:  1 = 1 ng/ml, 2 = 10 ng/ml, 3 = 100 ng/ml, 4 = 1 µg/ml, 5 = 3 µg/ml; 
Mycophenolat: 1 = 0,1 µg/ml, 2 = 1 µg/ml, 3 = 10 µg/ml, 4 = 30 µg/ml, 5 = 100 µg/ml; 
Prednisolon:  1 = 0,02 µg/ml, 2 = 0,2 µg/ml, 3 = 2 µg/ml, 4 = 20 µg/ml, 5 = 200 µg/ml. 
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8. Diskussion 
 
Die Transplantation von neuralen Stamm- und Progenitorzellen stellt einen vielversprechenden 
Therapieansatz für die Behandlung einer Vielzahl von neurologischen Erkrankungen dar 
[Björklund & Lindvall, 2000, Döbrössy et al., 2005, Andres et al., 2008, Orlacchio et al., 2010]. Dabei 
spielt die Erforschung der immunologischen Prozesse bei Zellersatztherapien im ZNS eine 
besonders wichtige Rolle. Zahlreiche Publikationen über diese Forschung belegen, dass die 
immunogenen Eigenschaften des Transplantats und die Immunantwort des Empfängers einen 
entscheidenden Beitrag über Erfolg oder Misserfolg der Transplantation leisten [Widner & 
Brundin, 1988, Modo et al., 2002, Barker & Widner, 2004, Carson et al., 2006]. Hierbei ist prinzipiell 
zu unterscheiden, ob es sich bei dem Transplantat um ein alllogenes oder xenogenes 
Transplantat handelt [Brundin et al., 1988, Widner & Brundin, 1988, Borlongan et al., 1996, Pedersen 
et al., 1997, Barker & Widner, 2004]. Für die Anwendung der xenogenen Transplantation scheint 
die Verwendung einer Immunsuppression unumgänglich und essentiell für das 
Transplantatüberleben zu sein [Brundin et al., 1988, Ortega et al., 1992, Pakzaban & Isacson, 1994, 
Brevig et al., 2000, Wennberg et al., 2001, Wennersten et al., 2006, Hovakimyan et al., 2012]. In 
Hinblick auf eine notwendige längere immunsuppressive Therapie stellt die Optimierung der 
Medikamentendosierung zur Verhinderung von Abstoßungsreaktionen einerseits und 
Vermeidung von unerwünschten Nebenwirkungen und Verminderung der Toxizität 
andererseits eine wichtige Aufgabe dar [Brundin et al., 1988, Borlongan et al., 1996, Wennberg et 
al., 2001, Wennersten et al., 2006, Nodari et al., 2010]. Im Rahmen einer Transplantation mit 
allogenem Gewebe existiert in der Literatur eine kontroverse Studienlage bezüglich der 
Notwendigkeit von immunsuppressiven Therapien. Es existieren zahlreiche präklinische 
Publikationen, in denen auf die Gabe von Immunsuppressiva verzichtet wurde. Hier zeigten 
sich sehr unterschiedliche, teils umstrittene, Ergebnisse für das Überleben des Transplantats 
[Widner et al., 1989, Bartlett et al., 1990, Sloan et al., 1990, Duan et al., 1995, Nikkhah et al., 1995, 
Bakay et al., 1998, Freed et al., 2001]. In den publizierten klinischen allogenen 
Transplantationsstudien dagegen nimmt die immunsuppressive Therapie eine stetige Rolle ein, 
wobei nach wie vor die Dauer der Therapie eine wichtige Diskussionsgrundlage darstellt 
[Kordower et al., 1997, Piccini et al., 2005].  
 Auch die Frage des Einflusses der Immunsuppressiva auf die Entwicklung des 
Transplantats ist noch nicht abschließend beantwortet. Einige Autoren berichten diesbezüglich 
über eine neuroprotektive Wirkung von Cyclosporin A mit verbesserten Bedingungen des 
Mikromilieus für das Transplantat im ZNS und einer gesteigerten Rekrutierung endogener 
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Stammzellen [Erlandsson et al., 2011, Osman et al., 2011, Hovakimyan et al., 2012]. Dementgegen 
konnte aber auch ein negativer Effekt sowohl von Cyclosporin A als auch von hoch dosierten 
Glukokortikoiden auf die Neurogenese von neuralen Stammzellen u. A. im Hippocampus 
nachgewiesen werden [Guo et al., 2007, Yu et al., 2004]. 
Der Erfolg einer zellulären Ersatztherapie hängt von vielen Faktoren ab. Neben der 
Aufbereitung des Gewebes, der Transplantationsprozedur und des Transplantationszieles 
[Widner et al., 1989, Duan et al., 1995, Modo et al., 2002, Barker & Widner, 2004] spielt eine 
möglichst effektive und maximale Ausbeute an überlebenden neuralen Stamm- und 
Progenitorzellen die ausschlaggebende Rolle [Fisher & Gage, 1993, Brüstle & McKay, 1996, 
Harrower & Barker, 2004, Andres et al., 2008]. Maßgeblich entscheidend tragen hierzu sowohl die 
immunologischen Prozesse, die im Rahmen der Transplantation zwischen Spenderzellen und 
Empfänger auftreten, als auch der Einsatz von immunsuppressiven Therapien bei [Brundin et al., 
1988, Pakzaban & Isacson, 1997, Pedersen et al., 1997, Wennberg et al., 2001, Barker & Widner, 2004, 
Wennersten et al., 2006, Swijnenburg et al., 2008].  
 
Die direkten Effekte von immunsuppressiven Medikamenten auf neurale Stamm- und 
Progenitorzellen sind bis dato jedoch nur spärlich erforscht. Hieraus ergab sich die Rationale, 
die Auswirkungen von verschiedenen konventionellen Immunsuppressiva auf potentiell 
klinisch einsetzbare Zellen für die Zellersatztherapie zu untersuchen. Wir entschieden uns für 
jeweils einen Vertreter, der an einem der klassischen Interventionspunkte der 
immunsuppressiven Therapie angreift: A) Cyclosporin A (CsA), ein Calcineurin-Inhibitor; B) 
Everolimus (RAD001), ein mTOR-Inhibitor; C) Mycophenolat Mofetil (MMF), ein Inhibitor 
der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase und D) Prednisolon, ein Glukokortikoid. Die Aufgabe 
dieser Promotionsarbeit ist die Untersuchung der konzentrationsabhängigen Auswirkungen der 
vier immunsuppressiven Medikamente auf die Proliferation, den Stoffwechsel und die 
Differenzierungseigenschaften von humanen fetalen neuralen Progenitorzellen (hfNPCs) in 
vitro. Zur Bestimmung der Proliferation haben wir den colorimetrischen BrdU-Test, sowie die 
immunzytochemische Bestimmung des Mitosemarkers Ki67 verwendet. Hiermit konnten wir 
aktiv teilende Zellen, sowie mitotisch aktive Zellen erfassen. Dabei stellte sich ein anti-
proliferativer Effekt im therapeutischen Bereich aller vier immunsuppressiver Medikamente 
heraus. Weiterhin setzten wir den colorimetrischen MTT-Test für die Bestimmung der 
Stoffwechselleistung der Zellen ein und erhielten unterschiedliche Ergebnisse für die einzelnen 
Substanzen. So zeigte sich im therapeutischen Bereich bei dem Immunsuppressivum CsA eine 
Steigerung der Stoffwechselleistung, hingegen bei Everolimus eine verringerte 
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Stoffwechselleistung. Bei den Substanzen Mycophenolat und Prednisolon blieb die 
metabolische Aktivität der Zellen im therapeutischen Bereich unbeeinflusst. Die 
Differenzierungseigenschaften der Zellen analysierten wir mittels des neuronalen Markers Tuj-
1 (ß-III-Tubulin) und des astroglialen Markers GFAP (saures Gliafaserprotein). Dabei stellten 
sich verschiedene Ergebnisse für die einzelnen Substanzen im therapeutischen Bereich heraus. 
CsA führt demnach zu einer gesteigerten Neurogenese, Mycophenolat dagegen zu einer 
signifikant verringerten Neurogenese. Everolimus wiederum bewirkt eine gesteigerte 
Astrogenese. Lediglich unter Prednisolon lässt sich kein verändertes Differenzierungsverhalten 
erkennen. 
 
8.1. Einfluss von Immunsuppressiva auf die Proliferation 
 
Für die Versuchsreihe wurden hfNPCs in den verschiedenen Konzentrationsansätzen der 
jeweiligen Immunsuppressiva kultiviert und hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens 
untersucht. In den Versuchsreihen ergab sich hinsichtlich der Proliferationskapazität ein anti-
proliferativer Effekt in den therapeutischen Konzentrationen von allen vier immunsuppressiven 
Substanzen. Dieser Effekt konnte ebenso mit dem Proliferationsmarker Ki67 in den 
immunzytochemischen Färbungen nachgewiesen werden, jedoch in geringerem Ausmaß als es 
der BrdU-Assay wiedergab. Diese Diskrepanz lässt sich durch die Unterschiede der markierten 
Zellen im Zellzyklus erklären. Mittels BrdU werden aktiv proliferierende Zellen in der S-Phase 
des Zellzyklus detektiert, wohingegen Ki67 alle mitotisch aktiven Zellen in der späten G1-
Phase, der S-Phase und G2-Phase markiert [Shabaan et al., 2002].  
 
Cyclosporin A findet als Immunsuppressivum in Transplantationsstudien und im klinischen 
Alltag vielfach Verwendung [Brundin et al., 1989, Kordower et al., 1995, Hauser et al., 1999, 
Kaminska et al., 2001, Lee et al., 2003, Wennersten et al., 2006, Guo et al., 2007, Keene et al., 2007, 
Hunt et al., 2010, Hovakimyan et al., 2012]. Die Untersuchung der Proliferation zeigt in den 
durchgeführten Versuchen einen konzentrationsabhängigen anti-proliferativen Effekt, welcher 
bereits mit einer sehr niedrigen Konzentration von 1/10 der MEC einsetzt und in höheren 
Konzentrationen ein erhebliches Ausmaß annimmt. Diese Untersuchungen decken sich mit den 
Ergebnissen von Guo et al., welche in embryonalen hippocampalen NCSs der Ratte eine 
konzentrationsabhängige Verminderung der Proliferation unter dem Einfluss von CsA 
nachwiesen [Guo et al., 2007]. Auch für einige andere Zellarten konnte ein durch CsA 
hervorgerufener Rückgang der Proliferation belegt werden, so zum Beispiel in humanen 
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endothelialen (HEC) und epithelialen Zellen (HK-2) [Esposito et al., 2000]. Andere Gruppen 
berichteten wiederum, dass unter dem Einfluss von CsA verbesserte Überlebensraten von 
Transplantaten auftraten. So berichteten Brundin et al. über ein erhöhtes Transplantatüberleben 
sowie den Nachweis größerer Transplantate unter dem Einfluss von CsA in klinisch relevanter 
Dosis (11 mg/kg KG) bei Xenotransplantation von fetalen murinen Zellen in die Ratte [Brundin 
et al., 1985]. Hunt et al. konnten ebenfalls unter Verwendung von CsA in Konzentrationen von 
100 ng/ml und 500 ng/ml verbesserte Überlebensraten sowie vermehrte und vergrößerte 
Neurospheren von adulten murinen NPCs zeigen [Hunt et al., 2010]. Übereinstimmend mit 
unseren Ergebnissen zeigt sich die anti-proliferative Wirkung von CsA in höheren und hohen 
Konzentrationen. Eine sprunghafte Abnahme der Proliferationsrate auf nur noch 16,6 % ± 6,4 
% bei einer Konzentration von 10 µg/ml und ein fast gänzliches Erliegen der Proliferation bei 
einer Konzentration von 30 µg/ml konnten wir in unseren Versuchen nachweisen. Diese Dosis-
Wirkungsbeziehung konnte auch von anderen Gruppen in einem Konzentrationsbereich 
zwischen 5 µg/ml und 40 µg/ml für verschiedene Zelltypen nachgewiesen werden [Kaminska et 
al., 2001, Hostettler et al., 2004, Domanska-Janik et al., 2006, Hunt et al., 2010].  
 Für die neueren Immunsuppressiva Mycophenolat und Everolimus sind die anti-
proliferativen Eigenschaften auf T- und B-Lymphozyten bekannt. Aber auch für andere Zellen 
konnte bereits ein Einfluss auf die Proliferation gezeigt werden [Dehghani et al., 2003, Silva et al., 
2004, Voisard et al., 2005]. Stracke und Kollegen wiesen einen konzentrationsabhängigen anti-
proliferativen Effekt von Everolimus und Mycophenolat in Zelllinien von Pankreastumoren 
(Panc-1) und kleinzelligen Lungentumoren (ScLc) nach, wobei dieser Effekt durch 
Mycophenolat deutlich stärker im Rahmen der therapeutischen Dosis ausfiel, wohingegen für 
Everolimus höhere Konzentrationen notwendig waren. Eine Kombination beider Substanzen 
führte zu einem supra-additiven Effekt, bei dem sich eine vergleichbare anti-proliferative 
Wirkung schon bei 1/10 bis zu 1/100 der Einzelkonzentrationen ergab [Vgl. Stracke et al., 2006]. 
In weiteren Zelltypen, wie den glatten Muskelzellen [Silva et al., 2004] zeigte Mycophenolat 
ebenso eine anti-proliferative Wirkung wie für Mikroglia und Astrozyten [Deghani et al., 2003, 
Oest et al., 2006]. Everolimus, als ein Vertreter der mTOR-Inhibitoren, bildet einen 
intrazellulären Komplex mit dem Immunophillin FKBP12, wodurch das Enzym mTOR 
(mammalian target of Rapamycin) blockiert wird. Dieses Enzym wiederum spielt eine 
entscheidende Rolle für die Regulation des Zellmetabolismus und die Proliferation der Zelle 
[Land, 2006: 366, Gorshtein et al., 2009]. Die anti-proliferativen Eigenschaften von Everolimus 
zeigten sich vorallem bei Tumorzellen, maßgeblich bei Hypophysentumoren [Gorshtein et al., 
2009] aber auch bei Zelllinien von kolorektalen Karzinomen [Bradshaw-Pierce et al., 2013], 
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Bronchialkarzinomen [Zatelli et al., 2010] und Pankreaskarzinomen [Liu et al., 2013]. In unserer 
Versuchsreihe spiegelt die Analyse der Proliferation von hfNPCs unter dem Einfluss von 
Mycophenolat und Everolimus den deutlichen anti-proliferativen Effekt beider Substanzen 
wider. Maßgeblich zeigt sich dieser anti-proliferative Effekt bei hfNPCs unter dem Einfluss 
von Mycophenolat, welcher bereits im unteren therapeutischen Bereich der MEC eintritt und 
sich signifikant auf die BrdU-Inkorporation, als auch auf die Expression von Ki67 auswirkt. 
Auch die Substanz Everolimus zeigt eine anti-proliferative Wirkung bei hfNPCs, wobei diese 
weniger drastisch im Vergleich zu Mycophenolat ausfällt. Dennoch zeigt sich auch für diese 
Substanz schon bei einer Konzentration von 1/10 der MEC ein deutlicher Rückgang der 
Proliferation. Insgesamt liegen jedoch nur wenige vergleichbare Daten hinsichtlich der 
Wirkung von Mycophenolat und Everolimus auf die Proliferation von Zellen, insbesondere auf 
neuronale Zellen vor.  
 Cameron & Gould konnten in ihrer Arbeit die anti-proliferative Wirkung von 
hochdosiertem Corticosteron auf adulte hippocampale NPCs nachweisen [Cameron & Gould, 
1994]. Auch viele weitere Studien belegten die Verminderung der Proliferation von adulten 
NPCs des Hippocampus und anderen Regionen des Gehirns durch höhere Konzentrationen von 
Glukokortikoiden [Alonso, 2000, Czéh et al., 2002, Wong & Herbert, 2004]. Ebenso konnte der 
inhibitorische Effekt von hochdosiertem Corticosteron und Dexamethason auf die Proliferation 
von fetalen hippocampalen NPCs der Ratte nachgewiesen werden [Yu et al., 2004]. In unserer 
Versuchsreihe zeigte sich ein konzentrationsabhängiger Proliferationsrückgang in humanen 
fetalen NPCs bei der Behandlung mit Prednisolon. Bei hoher Konzentration von 200 µg/ml trat 
dabei ein signifikanter anti-proliferativer Effekt auf. Interessanterweise zeigte sich in der 
immunzytochemischen Färbung bereits in der niedrigsten Konzentration von Prednisolon ein 
deutlicher Rückgang proliferierender Zellen um etwa 40 % im Vergleich zur Kontrollgruppe, 
wohingegen der anti-proliferative Effekt im BrdU-Assay erst bei hohen Konzentrationen ab 20 
µg/ml  nachgewiesen werden konnte. Es konnte bereits in früheren Arbeiten gezeigt werden, 
dass Glukokortikoide bei nicht-neuronalen Zellen eine Verlängerung des Zellzyklus über die 
Verlängerung der G1-Phase bzw. G2/M-Phase bewirken, hingegen die S-Phase des Zellzyklus 
nicht beeinflussen [Fanger et al., 1987, Sánchez et al., 1993]. So werden im BrdU-Assay nicht 
beeinflusste Zellen in der S-Phase, dementgegen mittels Ki67 beeinträchtigte Zellen in der G1- 
und G2-Phase detektiert. Cameron & Gould wiesen in ihrer Arbeit auf mögliche weitere anti-
proliferative Prozesse hin, da der negative Einfluss von Glukokortikoiden auf die Proliferation 
von adulten hippocampalen Progenitorzellen als zu stark angesehen wurde, um allein durch 
eine Verlängerung des Zellzyklus erklärt zu werden [Cameron & Gould, 1994]. Weitere Arbeiten 
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stützen die These, dass die Proliferation der Zellen durch die beiden zytosolischen Rezeptoren 
Glukokortikoid-Rezeptor (GR) und Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) beeinflusst wird, wobei 
die exakten Mechanismen bisher noch nicht bekannt sind [Crossin et al., 1997, Alonso, 2000, 
Garcia et al., 2004, Yu et al., 2004]. Schröter und Kollegen wiesen ebenfalls den negativen 
Einfluss von Glukokortikoiden auf die Proliferation von murinen adulten hippocampalen 
NPCs, sowie auf adulte Zellen des Rückenmarks nach [Schröter et al., 2009]. 
 
Wir konnten zeigen, dass alle vier gewählten immunsuppressiven Substanzen im 
therapeutischen Bereich zu einer Verminderung der Proliferation von humanen fetalen NPCs 
führen. Diese Beobachtung lässt sich in Einklang mit publizierten Studien bringen, in welchen 
anti-proliferative Effekte auf neuronale und zum Teil nicht-neuronale Zellen unter dem 
Einfluss der gewählten Immunsuppressiva beschrieben wurden. Bei den Substanzen CsA und 
Mycophenolat zeigt sich dieser Effekt über die signifikant verringerte BrdU-Inkorporation in 
therapeutischer Dosis am stärksten ausgeprägt. 
 
8.2. Einfluss von Immunsuppressiva auf den Stoffwechsel 
 
Der MTT-Assay wurde in unserer Versuchsreihe für die Bestimmung der Stoffwechselleistung 
genutzt. Hierfür kultivierten wir hfNPCs mit den verschiedenen Immunsuppressiva in 
entsprechenden Konzentrationsreihen. Dabei erhielten wir für das Immunsuppressivum CsA im 
therapeutischen Bereich eine deutlich gesteigerte, hingegen für die Substanz Everolimus eine 
erniedrigte Stoffwechselleistung. Bei den Substanzen Mycophenolat und Prednisolon 
verzeichnete sich kein Effekt auf die metabolische Aktivität der Zellen im therapeutischen 
Bereich.  
Der von Mosmann entwickelte colorimetrische Test basiert auf der Umsetzung des 
Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) 
[Mosmann, 1983]. Dabei erfolgt zum einen eine partielle Reduktion des Substrates MTT durch 
verschiedene Dehydrogenasen in aktiven Mitochondrien [Slater et al., 1963, Mosmann, 1983], 
zum anderen und hauptsächlich wird die Reduktion durch die Reduktionsäquivalente NADH 
und NADPH durch Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums im Zytoplasma erzielt 
[Berridge & Tan, 1993]. Somit gibt der Test Aufschluss über die Glycolyserate der Zelle und 
dient dabei als Aktivitätsmarker des Energie-Stoffwechsels der Zelle [Berridge  & Tan, 1993, 
Berridge et al., 2005]. Oftmals wird dieser Test auch als Vitalitäts- bzw. Proliferations-Assay 
eingesetzt [Behl et al., 1997, Bailly-Maitre et al., 2002, Vega-Avila & Pugsley, 2011]. Hierbei muss 
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jedoch beachtet werden, dass der Test Zellen mit erfasst, welche metabolisch aktiv sind, sich 
jedoch nicht im Teilungsvorgang befinden. Somit ist es möglich, bedeutende Unterschiede in 
den Ergebnissen aufgrund von Veränderungen in der Stoffwechselaktivität zu erhalten, obwohl 
die Anzahl von lebenden Zellen konstant bleibt [Vgl. Verga-Avila & Pugsley, 2011]. In unseren 
Analysen zeigt sich dieser Zusammenhang in einem deutlich anderen Verhalten der 
Stoffwechselleistung im Gegensatz zur Proliferationskapazität der Zellen. Dies gilt 
insbesondere für die Kultivierung von hfNPC mit dem Immunsuppressivum CsA, worauf im 
folgenden Absatz detailliert eingegangen wird. Immunsuppressiva nehmen somit nicht nur auf 
die Proliferation von hfNPCs sondern auch auf weitere zelluläre Prozesse Einfluss.  
 
Cyclosporin A vermindert den mitochondrialen aeroben Glucose-Stoffwechsel über eine 
Hemmung des Citratzyklus in den ersten Reaktionsstufen. Durch diesen Prozess wird ein 
Kompensationsmechanismus eingeleitet, welcher zur Aktivierung der anaeroben Glycolyse im 
Zytoplasma der Zelle mit erhöhter Laktatbildung und vermehrter Produktion von 
Sauerstoffradikalen führt [Serkova et al., 2001, Christians et al., 2004, Serkova et al., 2004, Klawitter 
et al., 2010]. Die Autoren Serkova et al. konnten diesen Effekt anhand einer Studie in 
Rattenhirnen nachweisen. Sie belegten eine signifikante Reduktion des mitochondrialen 
Glucose-Stoffwechsels nach Gabe von CsA in einer täglichen Dosis von 10 mg/KG/Tag 
[Serkova et al., 2001, Serkova et al., 2004]. Des Weiteren konnten sie diesen Effekt bereits bei sehr 
geringen Konzentrationen von CsA mit 100 ng/ml nachweisen [Serkova et al., 2004]. In unseren 
Analysen ließ sich eine Steigerung der Stoffwechselaktivität von hfNPCs bereits bei sehr 
geringer Konzentration von 1/10 der MEC aber auch im therapeutischen Bereich und bis zum 
30fachen der MEC um bis zu 30 % nachweisen. Diese Ergebnisse sind nun Ausdrücke der 
verschlechterten Energiesituation der Zellen, welche konsekutiv in einen 
Kompensationsmechanismus mündet. Die Zelle muss für die Aufrechterhaltung des 
Energiestoffwechsels vermehrt anaerobe Glycolyse durchführen, um NAD+ 
zurückzugewinnen. Dies geschieht zeitabhängig. So konnten Christians und Kollegen eine 
Hemmung des Energiestoffwechsels in Gewebeschnitten von Rattenhirnen 4 Stunden nach 
Einsatz von CsA nachweisen. Eine Aktivierung der anaeroben Glycolyse trat zeitverzögert 10 
Stunden nach Einsatz von CsA mit deutlich gesteigerten Laktatwerten ein [Christians et al., 
2004]. Es ist nun denkbar, dass die Anreicherung von NADH/H+ in der Zelle, bedingt durch die 
Hemmung des Citratzyklus und der Atmungskette durch CsA, zu der Erhöhung des MTT-
Umsatzes führt. Dieses Substrat steht nun vor Eintreten des Kompensationsmechanismus 
vermehrt für die Reduktion von MTT als Reduktionsäquivalent zur Verfügung. Die Ergebnisse 
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des MTT-Assays lassen nun die Schlussfolgerung zu, dass sich die Hemmung der aeroben 
Glycolyse bei der Behandlung mit CsA in den gesteigerten Werten des MTT-Assays 
widerspiegelt. Somit nimmt CsA Einfluss auf den Glucose-Stoffwechsel von humanen fetalen 
NPCs.   
Bei der Behandlung von hfNPCs mit dem mTOR-Inhibitor Everolimus konnten wir im 
therapeutischen Bereich eine tendenzielle Verringerung des MTT-Umsatzes um etwa ein 
Drittel in den Zellen beobachten. Die Autoren Serkova und Kollegen zeigten in der von ihnen 
durchgeführten Studie an Rattenhirnen unter dem Einfluss von Everolimus eine Verringerung 
der Laktatkonzentration auf 70 % im Vergleich zur Kontrolle [Serkova et al., 2001]. Im 
Gegensatz zu CsA blieb der mitochondriale Glucose-Stoffwechsel unbeeinflusst. Dies wiesen 
die Wissenschaftler über unveränderte Konzentrationen von NAD+ als Ausdruck für die nicht 
eingeschränkte Reoxidierung von NADH/H+ zu NAD+ in der Atmungskette nach. Hierfür 
führten sie Analysen von extrahierten energiereichen Phosphaten aus gefrorenem Hirngewebe 
über die Verwendung von multinukleärer Magnetresonanzspektroskopie (MRS) durch [Serkova 
et al., 2001, Christians et al., 2004]. Die verringerte Laktatkonzentration deutet jedoch auf eine 
Interaktion mit der zytosolischen Glycolyse in den Zellen hin. Weitere Gruppen konnten diese 
These bestätigen. In einer Untersuchung des Energiestoffwechsels an Hirnschnitten von 8 Tage 
alten Wistar Han Ratten zeigte sich eine signifikante Reduktion des Laktatspiegels unter 
Everolimus bei einer Konzentration von 100 ng/ml, was auf eine Inhibition der anaeroben 
Glycolyse durch die Substanz Everolimus schließen lässt [Christians et al., 2004, Klawitter et al., 
2010]. Ebenso zeigte sich bei dem Einsatz von Everolimus auf Tumorzellen eine erniedrigte 
intrazelluläre Laktatkonzentration, sowie eine verminderte Glycolyse in den Zellen [Bradshaw-
Pierce et al., 2013, Liu et al., 2013]. Dabei konnte die Gruppe von Liu und Kollegen eine 
verminderte Aktivität der Laktat-Dehydrogenase, ein Schlüsselenzym für die zytosolische 
Glycolyse, nachweisen [Liu et al., 2013]. In unseren Analysen konnten wir eine Verringerung 
des MTT-Umsatzes um etwa ein Drittel feststellen. Diese Ergebnisse deuten nun darauf hin, 
dass auch in humanen fetalen NPCs eine Modulation des Stoffwechsels stattfindet. Inwiefern 
dabei die mögliche Inhibition der zytosolischen Glycolyse in den Zellen eine Rolle spielen 
könnte, bleibt weiteren Analysen vorbehalten. 
Humane fetale NPCs zeigten unter dem Einfluss des Immunsuppressivums 
Mycophenolat in therapeutischer Dosierung keine signifikante Veränderung des MTT-
Umsatzes. Da der BrdU-Assay jedoch bereits einen deutlichen Abfall der Proliferation auf 
unter 20% beim oberen Ende der MEC zeigte, kann man daraus schlussfolgern, dass der 
Energiestoffwechsel ebenfalls beeinträchtigt wird. Dieses deckt sich mit der Beobachtung, dass 
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wir trotz einer leichten Reduktion der Proliferation bei 1/10 der MEC einen signifikant 
erhöhten MTT-Umsatz beobachteten konnten. Vergleichende Arbeiten hinsichtlich eines 
möglichen Einflusses von Mycophenolat auf den Energiestoffwechsel von Zellen liegen bis 
dato in der Literatur nicht vor. Man kann nun die Überlegung anstellen, dass in niedriger 
Konzentration ein Mechanismus in der Zelle eintritt, bei welchem die zytosolische Glycolyse 
aktiviert wird und somit mehr Reduktionsäquivalente für das Substrat MTT zur Verfügung 
stehen. In höherer Konzentration bei 30 µg/ml und 100 µg/ml beobachteten wir eine 
signifikante Reduktion des MTT-Umsatzes in den Zellen. Als Erklärungsansatz könnte man 
hierfür die These aufstellen, dass bei den höheren Konzentrationen sowohl der aerobe als auch 
der anaerobe Glucose-Stoffwechsel der Zelle supprimiert wird. Diese Beeinträchtigung der 
Zelle unter den höheren Konzentrationen der Substanz lässt sich zudem mit unseren 
gewonnenen Ergebnissen des BrdU-Assays untermauern, in welchem sich ein massiver 
Proliferationsrückgang ab der oberen Grenze der MEC von 10 µg/ml darstellt. Schlussendlich 
lässt sich aus unseren Ergebnissen festhalten, dass ein deutlicher Einfluss auf den 
Energiestoffwechsel von humanen fetalen NPCs durch die Substanz Mycophenolat stattfindet.  
 Bei der Behandlung mit der Substanz Prednisolon zeigte sich in unseren Versuchen im 
therapeutischen Bereich kein wesentlicher Einfluss auf die Stoffwechselaktivität von humanen 
fetalen NPCs. Dagegen führte eine Erhöhung der Konzentration auf die 100fache MEC zu 
einem Anstieg des MTT-Umsatzes der Zellen um 30 % im Vergleich zur Kontrolle. Für die 
Gruppe der Glukokortikoide ist eine Wirkung auf die mitochondriale Atmungskette und auf 
den Stoffwechsel von Zellen bekannt [Jani et al., 1991, Martens et al., 1991, Simon et al., 1998, 
Renner et al., 2002]. In vielen Studien stellte sich ein negativer Effekt auf den Energie-
Stoffwechsel der Zelle dar. Dies zeigte sich in der Suppression der ATP-Synthese unter 
Corticosteron in Leberzellen von Ratten [Jani et al., 1991], sowie unter Dexamethason in 
vorgeschädigten hippocampalen Neuronen der Ratte [Lawrence & Sapolsky, 1994]. Des Weiteren 
konnte eine inhibitorische Wirkung von Methylprednisolon auf die Atmungskette der 
Mitochondrien von Muskel-, Leber- und Herzzellen der Ratte [Martens et al., 1991], aber auch 
von Dexamethason in lymphozytären Zellen [Renner et al., 2002] nachgewiesen werden. Die 
Autoren Simon et al. analysierten die Effekte von verschiedenen Glukokortikoiden auf die 
mitochondriale Funktion von Nierenzellen der Ratte. Dabei kristallisierte sich Prednisolon als 
der stärkste Inhibitor der Cytochrom-C-Oxidase, Komplex 4 der Atmungskette, heraus [Simon 
et al., 1998]. Zu bemerken ist in diesem Zusammenhang die Heterogenität der Studiendesigns, 
die einen direkten Vergleich kaum erlauben. So wurden verschiedene Zellarten, verschiedene 
Spezies und verschiedene Substanzen eingesetzt. Bei der Behandlung unserer Zellen mit 
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Prednisolon stellte sich in höheren Konzentrationen (100fache MEC) ein gesteigerter MTT-
Umsatz dar. Es ist nun denkbar, dass dieser Effekt auf die von Simon et al. beschriebenen 
inhibitorischen Wirkungen von Prednisolon auf die Atmungskette zurückzuführen ist [Simon et 
al., 1998]. Durch die Inhibition der Cytochrom-C-Oxidase kommt der aerobe Glucose-Abbau 
zum Erliegen, so dass eine Anreicherung des Reduktionsäquivalentes NADH/H+ vorstellbar 
ist. Dieses stünde nun dem Substrat MTT vermehrt zur Verfügung. Die gesteigerten MTT-
Werte in unseren Versuchen stützen diese Überlegung, jedoch bedarf es weiterführender 
Analysen, um diese These zu verifizieren. Darüber hinaus wurden in der Studie von Simon und 
Kollegen andere Zellen (Niere versus neurale Progenitorzelle) und eine andere Spezies (Ratte 
versus Human) verwendet [Simon et al., 1998], so dass eine vergleichende Aussage dahingehend 
kritisch betrachtet werden muss. Die Ergebnisse unserer Versuchsreihe deuten darauf hin, dass 
Prednisolon in therapeutischer Dosierung keine signifikante Wirkung auf die 
Stoffwechselaktivität von humanen fetalen NPCs ausübt.  
 
Wir konnten mit unseren Ergebnissen nachweisen, dass alle vier verwendeten 
Immunsuppressiva eine Modulation im Stoffwechselverhalten von humanen fetalen NPCs 
hervorrufen. Dies lässt sich mit in der Literatur beschriebenen Effekten auf die Energiesituation 
von mit Immunsuppressiva behandelten Zellen in Einklang bringen. So führt CsA zu einer 
Inhibition der aeroben Glycolyse mit einer kompensatorisch gesteigerten zytosolischen 
Glycolyse. Ein Mechanismus, welcher somit auch in humanen fetalen NPCs stattfindet und 
seinen Ausdruck über die um 30 % gesteigerten MTT-Werte in unseren Versuchen findet. Das 
Immunsuppressivum Everolimus führt hingegen zu verringerten MTT-Werten, welche 
möglicherweise auf eine Inhibition der zytosolischen Glycolyse zurückzuführen sind. Die 
Substanzen Mycophenolat und Prednisolon führten im therapeutischen Bereich zu keiner 
Veränderung des MTT-Umsatzes im Vergleich zur Kontrolle, bewirkten jedoch in höherer 
Konzentration deutliche Veränderungen in der Energiesituation der behandelten Zellen. 
 
8.3. Einfluss von Immunsuppressiva auf die Differenzierung 
 
Für die Untersuchung des Differenzierungsverhaltens wurden humane fetale NPCs in den 
verschiedenen Konzentrationsansätzen der jeweiligen Immunsuppressiva kultiviert und 
immunzytochemisch mittels Tuj-1 und GFAP analysiert. Hierbei konnten Neurone mittels der 
Färbung gegen ß-III-Tubulin (Tuj-1) und Astrozyten mittels Färbung gegen das saure 
Gliafaserprotein (GFAP) detektiert werden. Bei allen Immunsuppressiva zeigte sich in den 
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Versuchen eine tendenzielle Abweichung des Differenzierungsverhaltens im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Dabei verzeichnete sich bei dem Immunsuppressivum CsA eine gesteigerte 
Neurogenese mit steigender Dosis, hingegen bei der Substanz Everolimus eine gesteigerte 
Astrogenese im therapeutischen Bereich. Eine Behandlung der Zellen mit Mycophenolat 
bewirkt im therapeutischen Bereich eine signifikante Verringerung der Neurogenese. Die 
Substanz Prednisolon führt lediglich in Dosisbereichen weit außerhalb des therapeutischen 
Bereiches zu einer tendenziell vermehrten Astrogenese. 
 
In unseren Versuchen zeigte sich bei einer Behandlung mit Cyclosporin A eine deutliche 
Tendenz zur verstärkten Neurogenese bei steigender Konzentration der Substanz. Vorliegend 
nahm die Tuj-1-positive Zellfraktion um 40 % bei einer 10fachen MEC zu. Ein Einfluss auf die 
Astrogenese konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. In einer ausführlichen Arbeit von 
Gou et al. konnte eine Modifizierung des Differenzierungsverhaltens von embryonalen 
neuronalen Stammzellen der Ratte durch eine Behandlung mit dem Immunsuppressivum CsA 
nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich eine konzentrationsabhängige signifikante 
Verminderung von Tuj-1-positiven Zellen und eine signifikante Vermehrung GFAP-positiver 
Zellen in einem Konzentrationsbereich von 0,5 µg/ml bis 5 µg/ml [Guo et al., 2007]. Unsere 
Ergebnisse stehen im Kontrast zu der Arbeit von Guo und Kollegen und verdeutlichen den 
Einfluss der Heterogenität im Studiendesign auf die Analyse dieser Fragestellung. So 
verwendeten Guo und Kollegen embryonale Stammzellen der Ratte, kultivierten die Zellen in 
Neurospheren und legten eine Inkubationszeit von 7 Tagen für CsA fest. Bereits die 
unterschiedlichen Prozentangaben der Zellfraktionen lassen auf deutlich abweichende 
Differenzierungsprozesse schließen. So beträgt die Tuj-1-positive Zellfraktion in der 
Kontrollgruppe von Guo et al. 16 %, in unserem Studiendesign dagegen 21,6 % ± 1,1 % und 
die GFAP-positive Zellfraktion in der Studie von Guo et al. 12 %, in unserer Versuchsreihe 
jedoch 57,8 % ± 6,3 %. Diese veränderte Ausgangslage in der Differenzierung der Zellen legt 
nahe, dass auch der Differenzierungsprozess unter dem Einfluss von CsA einer veränderten 
Kinetik folgt. Andere Gruppen konnten keine Veränderung der Differenzierungseigenschaften 
von adulten murinen neuronalen Progenitoren unter CsA bei einer Konzentration von 100 
ng/ml nachweisen [Hunt et al., 2010]. Die Analyse des Differenzierungsprofils von humanen 
fetalen NPCs in unserer Versuchsreihe in vergleichbarer Konzentration von 300 ng/ml und 
damit im therapeutischen Bereich lassen ähnliche Aussagen zu. So zeigen sich in dieser 
Konzentration eine nur geringe Vermehrung der Tuj-1-positiven Zellen, sowie eine geringe 
Abnahme der GFAP-positiven Zellen, jeweils ohne statistische Signifikanz. Betrachtet man 
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jedoch wiederum das Differenzierungsprofil der Kontrollgruppen, ergeben sich erneut 
gravierende Unterschiede. Der Anteil an GFAP-positiven Zellen liegt bei Hunt und Kollegen 
bei 93 % ± 2 % und der Anteil MAP-2-positiver Zellen, welche die neuronalen Zellen 
widerspiegeln, bei 3,9 % ± 1,4 %. Auch hier muss auf die Heterogenität im Studiendesign 
hingewiesen werden, so wurden adulte murine neuronale Progenitorzellen untersucht, in 
Neurospheren kultiviert und für 7 Tage mit CsA inkubiert. Summarisch existieren 
bedauerlicherweise nur wenige Arbeiten über den Einfluss von CsA auf das 
Differenzierungsverhalten von neuralen Stamm- und Progenitorzellen. Dies ist bei dem 
häufigen Einsatz dieses Immunsuppressivums umso erstaunlicher und sollte demzufolge einer 
tieferen und detaillierteren Analyse unterzogen werden. 
Im Gegensatz zu CsA zeigte sich in unseren Versuchen bei einer Kultivierung 
differenzierter hfNPCs mit Everolimus im therapeutischen Bereich eine vermehrte Tendenz zur 
Astrogenese, wobei eine statistische Signifikanz nicht nachgewiesen werden konnte. Dieser 
Effekt ließ mit steigender Konzentration der Substanz nach und schlug bei höheren 
Konzentrationen mit einer deutlichen Abnahme GFAP-positiver Zellen sogar in das Gegenteil 
um. Vergleichende Studien hierzu fehlen, jedoch lässt die Analyse des Differenzierungsprofils 
von humanen fetalen NPCs die Aussage zu, dass der Einfluss von Everolimus auf diese Zellen 
von eher geringer Bedeutung sein muss.  
Die Analyse der Differenzierungseigenschaften von hfNPCs unter dem Einfluss der 
Substanz Mycophenolat erbrachte in unseren Versuchen eine signifikante Abnahme der 
Neurogenese um fast 45 % im oberen therapeutischen Bereich. Dem gegenüber blieb die 
Astrogenese nahezu unbeeinflusst. Auch zu diesem neueren Immunsuppressivum fehlen 
vergleichbare Arbeiten. Im Kontrast zu dem Immunsuppressivum Everolimus nimmt 
Mycophenolat jedoch einen erheblichen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten von 
humanen fetalen NPCs, indem es eine signifikante Verminderung der Neurogenese bewirkt.  
Die Analyse des Differenzierungsverhaltens von humanen fetalen NPCs in unserer 
Versuchsreihe unter dem Einfluss von Prednisolon ergab keine signifikanten Veränderungen 
gegenüber der Kontrollgruppe. Lediglich bei hohen Konzentrationen von Prednisolon zeigte 
sich eine gesteigerte Astrogenese um etwa 25 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die 
Ergebnisse legen nahe, dass Prednisolon einen vernachlässigbaren Effekt auf das 
Differenzierungsverhalten von humanen fetalen NPCs, auch unter Konzentrationen deutlich 
oberhalb des therapeutischen Bereiches ausübt. Vergleichende Arbeiten weisen im Gegensatz 
dazu darauf hin, dass intrinsische Glucokortikoide durchaus erhebliche Wirkungen auf die 
Differenzierungseigenschaften von hippocampalen Zellen aufweisen können. Die Analyse des 
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Differenzierungsverhaltens von fetalen hippocampalen NPCs der Ratte unter dem Einfluss von 
Corticosteron und Dexamethason wurde von Yu und Kollegen untersucht. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass Corticosteron in hoher Konzentration zu einer signifikanten 
Verringerung der Neurogenese führt. Dexamethason nimmt dagegen, auch in hoher 
Konzentration, keinen Einfluss auf die Differenzierung der Zellen [Yu et al., 2004]. Wong & 
Herbert konnten ebenfalls eine signifikante Reduktion der Neurogenese unter hohen 
Konzentrationen von Corticosteron bei adulten hippocampalen NPCs der Ratte zeigen [Wong & 
Herbert, 2006]. Prednisolon findet nun in neuronalen Transplantationsstudien als 
Immunsuppressivum im Rahmen von Kombinationstherapien häufig Anwendung [Freed et al., 
1992, Defer et al., 1996, Hagell et al., 1999, Piccini et al., 2005, Capetian et al., 2009], so dass, 
basierend auf unseren eigenen Daten und der bisherigen Studienlage, dieses Medikament das 
Differenzierungsverhalten von NPCs nicht relevant beeinflusst. 
 
Mit unseren Ergebnissen konnten wir zeigen, dass die Differenzierungseigenschaften von 
humanen fetalen NPCs durch immunsuppressive Substanzen beeinflusst werden. So tritt bei 
einer Behandlung der Zellen mit CsA eine vermehrte Neurogenese, dagegen bei der Substanz 
Everolimus eine verstärkte Tendenz zur Astrogenese auf. Die Substanz Mycophenolat führt zu 
einer signifikanten Reduktion der Neurogenese. Prednisolon indessen führt nur in sehr hohen 
Konzentrationen zu einer tendenziell vermehrten Astrogenese, beeinflusst humane fetale NPCs 
in therapeutischer Dosis in ihrem Differenzierungsverhalten jedoch nicht. 
 
Insgesamt konnten wir mit unserer Untersuchung zeigen, dass die vier gewählten 
immunsuppressiven Substanzen Veränderungen in einigen Zelleigenschaften von humanen 
fetalen NPCs bewirken, welche für das Überleben und die Ausbeute einer Transplantation in 
das ZNS von Bedeutung sein können. So muss bei dem Einsatz von Cyclosporin A im 
therapeutischen Bereich der anti-proliferative Effekt, sowie auch die beeinträchtigte 
Energiesituation der Zelle mit kompensatorisch erhöhter anaerober Glycolyse beachtet werden. 
Auch ein Einsatz von Everolimus wirkt sich im therapeutischen Bereich anti-proliferativ auf 
die Zellen aus und verringert die Stoffwechselaktivität der Zellen. Bei dem Gebrauch von 
Mycophenolat in therapeutischer Dosis gilt es zu bedenken, dass bei den Zellen ein starker anti-
proliferativer Effekt auftritt sowie eine signifikant verringerte Neurogenese. Die Anwendung 
von Prednisolon wirkt sich ebenfalls negativ auf die Proliferation der Zellen aus, lässt jedoch 
keine Veränderung in der Energiesituation und in den Differenzierungseigenschaften von 
humanen fetalen NPCs erkennen. Vergleichende Arbeiten sowie Erklärungsansätze für einige 
der genannten Beobachtungen fehlen bis dato und sollten Gegenstand weiterer 
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Forschungsarbeiten werden, um die aufgestellten Thesen zu verifizieren, da die Ergebnisse der 
Untersuchung aus unserer Sicht bei der Transplantation von humanen fetalen NPCs in das ZNS 
eine kritische Beachtung finden sollten, wenn es um die Wahl einer geeigneten 
immunsuppressiven Strategie geht. 
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9. Zusammenfassung und Ausblick 
 
Immunsuppressiva spielen im Rahmen der Zellersatztherapien im Zentralnervensystem nach 
wie vor eine große Rolle. Dies ist nicht verwunderlich, da die immunogenen Eigenschaften des 
Transplantats sowie die Immunreaktion des Empfängers einen entscheidenden Baustein für 
eine erfolgreiche Transplantation und somit für eine erfolgreiche Zellersatztherapie bei 
neurologischen Erkrankungen darstellen.  
 
In zahlreichen Arbeiten konnte belegt werden, dass sowohl allogene als auch xenogene 
Transplantate im Zentralnervensystem eine Immunreaktion des Empfängers hervorrufen, wobei 
diese aufgrund verschiedener Faktoren unterschiedlich ausfallen kann. Die Anwendung einer 
geeigneten immunsuppressiven Therapie ist von zentraler Bedeutung, um die Anzahl der 
lebens- und funktionsfähigen transplantierten Zellen zu maximieren. Die Optimierung der 
immunsuppressiven Therapie liegt in der Balance zwischen Schutz des Transplantats vor einer 
immunologischen Abstoßreaktion auf der einen Seite und Minimierung möglicher toxischer 
Effekte der verwendeten Substanzen auf das Transplantat sowie Nebenwirkungen beim 
Empfänger auf der anderen Seite. 
 
Der Fokus dieser Arbeit richtete sich daher auf die Analyse von möglichen Effekten 
verschiedener immunsuppressiver Substanzen auf die grundlegenden Eigenschaften der Zellen. 
Verwendet wurden hierfür humane fetale neurale Progenitorzellen, welche nach in vitro 
Behandlung mit den vier verschiedenen Immunsuppressiva Cyclosporin A, Everolimus, 
Mycophenolat Mofetil und Prednisolon in gewählten Konzentrationsreihen hinsichtlich ihrer 
Proliferationskapazität, Stoffwechselaktivität und Differenzierungspotential untersucht wurden. 
 
Die Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dass konzentrationsabhängig 
medikamentenwirksame Veränderungen der Zelleigenschaften auftraten.  
Eine supprimierende Wirkung auf die Proliferationskapazität der Zellen konnte bei allen 
vier verwendeten Immunsuppressiva beobachtet werden. Am stärksten ausgeprägt zeigte sich 
dieser anti-proliferative Effekt unter der Behandlung mit den Substanzen Cyclosporin A und 
Mycophenolat in den Bereichen der therapeutischen Dosis. Unter Cyclosporin A trat der anti-
proliferative Effekt sogar bereits in sehr niedrigen Konzentrationen von 1/10 der MEC auf. 
Dies ist insofern von großer Bedeutung, da Cyclosporin A als Immunsuppressivum eine breite 
Anwendung im Rahmen zellulärer neuraler Transplantation erfährt. 
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 Eine Alterierung der Stoffwechselaktivität der Zellen wurde vor allem unter einer 
Behandlung von Cyclosporin A ersichtlich. Die Inkubation der Zellen mit bereits sehr 
niedrigen Konzentrationen von 1/10 der MEC bewirkte eine deutliche Steigerung des MTT-
Umsatzes, welche bis zu dem 10fachen der MEC aufrecht erhalten wurde. Dieser Effekt lässt 
sich auf die in der Literatur beschriebene Inhibition der aeroben Glycolyse mit 
kompensatorisch erhöhter zytosolischer Glycolyse zurückführen. Dem gegenüber führt 
Everolimus als Ausdruck einer Interaktion mit der zytosolischen Glycolyse zu erniedrigten 
MTT-Werten. Sowohl Mycophenolat als auch Prednisolon zeigten im therapeutischen Bereich 
keine Veränderungen in der Energiesituation der Zellen, führten jedoch in höheren 
Konzentrationen zu deutlichen Abweichungen des MTT-Tests im Gegensatz zur 
Kontrollgruppe. 
Durch eine Behandlung der Zellen mit den jeweils vier verschiedenen 
Immunsuppressiva zeigte sich bei allen vier Substanzen eine Veränderung im 
Differenzierungsverhalten der Zellen. Cyclosporin A bewirkte konzentrationsabhängig eine 
Induktion der Neurogenese, wohingegen die Zellen unter Mycophenolat eine 
konzentrationsabhängige Reduktion der Neurogenese aufwiesen. Die Substanz Everolimus 
führte im therapeutischen Bereich wiederum zu einer tendenziellen Steigerung der 
Astrogenese. Dieser Effekt konnte auch bei der Behandlung der Zellen mit dem Glukokortikoid 
Prednisolon beobachtet werden, jedoch nur in Konzentrationen weit außerhalb des 
therapeutischen Bereiches. 
 
Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit belegen die Hypothese, dass immunsuppressive 
Substanzen Einfluss auf die Zelleigenschaften von humanen fetalen neuralen Progenitorzellen 
nehmen. Dies geschieht zum Teil substanz- und konzentrationsabhängig. Basierend auf diesen 
Ergebnissen sollten nun weitere Studien folgen, welche die gewonnenen Ergebnisse unter in 
vivo Bedingungen untersuchen, um schließlich für eine erfolgreiche Translation in klinische 
Studien zur Verfügung zu stehen. Für die Verbesserung und Verfeinerung der bereits 
begonnenen und zum Teil erfolgreich angewandten zellulären Therapie bei neurologischen 
Erkrankungen stellen diese Erkenntnisse einen bedeutenden Aspekt dar. Sie können dabei  
helfen, immunsuppressive Therapieregimes zu entwickeln, die einerseits eine erfolgreiche 
Immunsuppression ermöglichen, dabei aber auch zum Ziel haben, potentiell negative Effekte 
der immunsuppressiven Therapie zu minimieren. 
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In der vorliegenden Arbeit wurden die konzentrationsabhängigen Effekte von 
immunsuppressiven Substanzen auf grundlegende Zelleigenschaften von humanen fetalen 
neuralen Progenitorzellen (hfNPCs) in vitro untersucht. Zum Einsatz kamen hierfür vier 
verschiedene Substanzen: A) Cyclosporin A (CsA), ein Calcineurin-Inhibitor; B) Everolimus 
(RAD001), ein mTOR-Inhibitor; C) Mycophenolat Mofetil (MMF), ein Inhibitor der 
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase und D) Prednisolon, ein Glukokortikoid. Das Ziel der 
Arbeit bestand im Wesentlichen in der Analyse der Proliferationskapazität, der 
Stoffwechselaktivität und des Differenzierungspotentials von humanen fetalen neuralen 
Progenitorzellen nach einer 72-stündigen Behandlung mit jeweils den oben genannten 
Substanzen. Dabei konnten wir einen anti-proliferativen Effekt im Bereich der minimalen 
effektiven Konzentration (MEC) bei allen vier Substanzen, am stärksten ausgeprägt bei CsA 
und Mycophenolat, feststellen. Des Weiteren zeigte sich eine Alterierung des 
Stoffwechselverhaltens der Zellen im therapeutischen Bereich bei der Behandlung mit CsA und 
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Everolimus, vornehmlich zurückzuführen auf eine Interaktion mit der zytosolischen Glycolyse. 
Eine tendenzielle Beeinflussung des Differenzierungsverhaltens der Zellen hinsichtlich Astro- 
und Neurogenese konnten wir ebenfalls bei allen vier Substanzen beobachten. Somit bewirkten 
alle vier gewählten immunsuppressiven Medikamente Modifizierungen in grundlegenden 
Eigenschaften der Zellen. 
 Hintergrund der Arbeit stellt die Optimierung der immunsuppressiven Therapie im 
Rahmen von Zellersatztherapien in das Zentralnervensystem (ZNS) dar. Neurale 
Progenitorzellen haben sich als eine geeignete Quelle für die Entwicklung von zellulären 
Therapien in das ZNS im Rahmen neurologischer Erkrankungen heraus gestellt. Für die 
erfolgreiche Transplantation ist dabei das Überleben des Transplantats essentiell. Hierbei 
kommt der immunsuppressiven Therapie eine zentrale Rolle zu. Das ZNS gilt als ein 
immunologisch privilegiertes Organ, jedoch konnte in zahlreichen neueren Arbeiten gezeigt 
werden, dass sowohl allogene als auch xenogene Transplantate eine Immunreaktion im 
Zentralnervensystem hervorrufen. So spielt die Anwendung einer geeigneten 
immunsuppressiven Therapie eine große Rolle. Sie hat zum Ziel, einen möglichst optimalen 
Transplantatschutz zu gewährleisten, dabei jedoch die Nebenwirkungen beim Empfänger so 
gering wie möglich zu halten. Die direkten Effekte von immunsuppressiven Substanzen auf 
neurale Stamm- und Progenitorzellen sind bis dato jedoch nur spärlich erforscht. Hieraus ergab 
sich die Rationale für unsere Arbeit, die Auswirkungen der vier oben genannten 
immunsuppressiven Medikamente auf potentiell klinisch einsetzbare Zellen für die 
Zellersatztherapie zu untersuchen. 
  
In unserem Studiendesign erfolgte die Inkubation von humanen fetalen neuralen 
Progenitorzellen mit der jeweiligen Substanz für 72 Stunden. Es wurde jeweils eine 
Konzentrationsreihe mit 5 Konzentrationen pro Medikament festgelegt. Dies geschah in 
überwiegend logarithmischer Einteilung und umfasste sowohl den therapeutischen Bereich, 
welcher sich auf die minimale effektive Konzentration (MEC) bezieht, als auch niedrigere und 
höhere Konzentrationen. 
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Medikament Handelsname/Firma Konzentrationsreihe 
 
Einheit MEC 
         Cyclosporin A Sandimmun/Novartis 0,03 0,3 3 10 30 µg/ml 0,3 (0,1-0,4) 
         Everolimus Certican/Novartis 1 10 100 1000 3000 ng/ml 10 (8-12) 
         Mycophenolat CellCept/Roche 0,1 1 10 30 100 µg/ml 1 - 10 
         Prednisolon Decortin/Merck 0,02 0,2 2 20 200 µg/ml 0,2 
 
Tabelle 4: Konzentrationsreihen der Immunsuppressiva 
 
Als Test für die Proliferationskapazität der Zellen nutzten wir zum einen den 
colorimetrischen BrdU-Assay, mit dessen Hilfe aktiv proliferierende Zellen in der S-Phase des 
Zellzyklus detektiert werden konnten. Zum anderen setzten wir die immunzytochemische 
Färbung mit Ki67, welche alle mitotisch aktiven Zellen in der späten G1-Phase, der S-Phase 
und G2-Phase markiert, ein. Der BrdU-Test erfolgte analog zum MTT-Test in einem 
Dreifachansatz mit je einer Fünfachbestimmung der Werte, aus welchen der Mittelwert mit 
Standardabweichung und schließlich der SEM bestimmt wurde (n = 5). Für die Färbung der 
proliferierenden Zellen mit Ki67, wie auch für die Färbungen der differenzierten Zellen mit 
Tuj-1 und GFAP wurden je gefärbter Zellkultur 3 Gesichtsfelder in 200facher Vergrößerung 
(Zählfeld = 335 x 445 µm) ausgezählt. Die Ergebnisse wurden in Form von Mittelwerten mit 
entsprechender Standardabweichung und schließlich SEM angegeben (n = 3). Dabei ist zu 
beachten, dass für die Substanzen Cyclosporin A und Mycophenolat jeweils nur die ersten drei 
Konzentrationen verwendet wurden, da in den jeweils beiden höchsten Konzentrationen eine zu 
geringe Menge an vitalen Zellen auf dem Deckgläschen verblieben, um eine valide quantitative 
Analyse durchführen zu können.  
Die Analyse des Stoffwechsels der Zellen erfolgte mittels des MTT-Assays. Hierbei 
wird das gelbe 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid (MTT) zum einen 
durch mitochondriale Dehydrogenasen, zum anderen und größtenteils durch die 
Reduktionsäquivalente NADH und NADPH des Endoplasmatischen Retikulums im 
Zytoplasma in lebenden Zellen zu einem tiefblauen Formazansalz umgesetzt. Der Test lässt 
Rückschlüsse auf die Glycolyserate der Zelle zu und diente uns somit als Aktivitätsmarker für 
den Energiestoffwechsel der Zelle.  
Das Differenzierungsverhalten der Zellen untersuchten wir mittels 
immunzytochemischer Doppelfärbungen mit Tuj-1 und GFAP. Dabei konnten Neurone gegen 
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das in neuronalen Zellen exprimierte ß-III-Tubulin (Tuj-1) detektiert werden, wohingegen 
Astrozyten mit dem Antikörper gegen das saure Gliafaserprotein (GFAP) markiert werden 
konnten.  
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels einer Varianzanalyse (ANOVA), 
gefolgt von Bonferroni’s Test für multiple Vergleiche gegenüber der Kontrollgruppe 
(unbehandelte Zellen). Als signifikant wurde ein Signifikanzniveau von   α < 0,05 (zweiseitig) 
erachtet. Für die Prüfung des family-wise-errors wurde die Holm-Bonferroni-Korrektur für das 
multiple Testen verwendet. Dies geschah in folgender hierarischer Reihenfolge: 
 
  MEC     α < 0,05 
  1/10 MEC    α < 0,0167 
  10x MEC    α < 0,025 
  30 – 100x MEC   α < 0,0125 
  100 – 1000x MEC  α < 0,01 
 
Alle Daten wurden als Mittelwerte mit SEM als Fehlerindikator angegeben. Alle statistischen 
Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Statistiksoftware SigmaStat. 
 
Die Ergebnisse der Experimente zeigten, dass konzentrationsabhängig medikamentenwirksame 
Veränderungen der Zelleigenschaften auftraten.  
Dabei konnten wir einen supprimierenden Effekt auf die Proliferation der Zellen bei 
allen vier gewählten immunsuppressiven Substanzen im therapeutischen Bereich nachweisen. 
Diese Beobachtung lässt sich in Einklang mit publizierten Studien bringen, in welchen anti-
proliferative Effekte auf neuronale und zum Teil nicht-neuronale Zellen unter dem Einfluss der 
gewählten Immunsuppressiva beschrieben wurden. Bei den Substanzen CsA und Mycophenolat 
zeigt sich dieser Effekt über die signifikant verringerte BrdU-Inkorporation in therapeutischer 
Dosis am stärksten ausgeprägt. Dabei verringerte sich die Proliferationsrate bei einer 
Behandlung mit CsA in therapeutischer Dosis von 0,3 µg/ml um fast 40 % gegenüber der 
unbehandelten Kontrollgruppe und kam mit steigender Konzentration fast gänzlich zum 
Erliegen. Der anti-proliferative Effekt trat sogar bereits in sehr niedrigen Konzentrationen von 
1/10 der MEC auf. Dies ist insofern von großer Bedeutung, da Cyclosporin A als 
Immunsuppressivum eine breite Anwendung im Rahmen neuraler Zelltransplantation erfährt. 
Auch für die Substanz Mycophenolat ergab sich ein bedeutsamer anti-proliferativer Effekt, 
welcher bereits im unteren therapeutischen Bereich der MEC eintritt und sich signifikant auf 
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die BrdU-Inkorporation, als auch auf die Expression von Ki67 auswirkt. Ebenso konnten wir 
für das Immunsuppressivum Everolimus einen anti-proliferativen Effekt bereits ab der 
niedrigsten Dosis von 1/10 der MEC nachweisen, wobei sich eine signifikante Abnahme der 
BrdU-Inkorporation erst in den höheren Konzentrationen zeigte. Für beide neueren 
immunsuppressiven Medikamente sind anti-proliferative Eigenschaften auf T- und B-
Lymphozyten bekannt, vergleichende Arbeiten im Hinblick auf die Proliferation neuraler 
Zellen fehlen jedoch bis dato. Weiterhin zeigte sich in unserer Versuchsreihe ein inhibitorischer 
Effekt auf die Proliferation von humanen fetalen NPCs unter der Behandlung von Prednisolon, 
welcher sich mit der bekannten anti-proliferativen Wirkung von intrinsischen Corticosteron in 
Einklang bringen lässt und möglicherweise auf eine Verlängerung des Zellzyklus und/oder auf 
eine Interaktionen mit den beiden zytosolischen Rezeptoren, dem Glukokortikoid-Rezeptor und 
Mineralokortikoid-Rezeptor, zurückzuführen ist.  
In unseren Ergebnissen konnten wir weiterhin zeigen, dass alle vier verwendeten 
Immunsuppressiva eine Modulation im Stoffwechselverhalten von humanen fetalen NPCs 
hervorrufen. Dies lässt sich mit in der Literatur beschriebenen Effekten auf die Energiesituation 
von mit Immunsuppressiva behandelten Zellen in Einklang bringen. Vor allem die Behandlung 
mit dem Immunsuppressivum CsA erbrachte eine deutliche Alterierung der 
Stoffwechselaktivität der Zellen. So bewirkte die Inkubation der Zellen mit bereits sehr 
niedrigen Konzentrationen von 1/10 der MEC eine deutliche Steigerung des MTT-Umsatzes, 
welcher bis zu dem 10fachen der MEC beobachtet werden konnte. Dieser Effekt lässt sich auf 
die in der Literatur beschriebene Inhibition der aeroben Glycolyse mit kompensatorisch 
erhöhter zytosolischer anaerober Glycolyse zurückführen. Dem gegenüber führt die Substanz 
Everolimus zu einer reduzierten Stoffwechselleistung, welche ihren Ausdruck in den 
verringerten MTT-Werten in unseren Tests findet. Möglicherweise ist diese Beobachtung auf 
die in der Literatur beschriebene Interaktion mit der zytosolischen Glycolyse und konsekutiver 
Verringerung der Laktatkonzentration zurückzuführen. Sowohl Mycophenolat als auch 
Prednisolon zeigten im therapeutischen Bereich keine relevanten Veränderungen des 
Energiestoffwechsels, bewirkten jedoch in höherer Konzentration deutliche Veränderungen in 
der Energiesituation der Zellen. 
Schlussendlich fand auch eine Beeinflussung des Differenzierungsverhaltens humaner 
fetaler NPCs unter der Behandlung mit den gewählten Substanzen statt. So konnten wir bei 
einer Behandlung der Zellen mit CsA eine konzentrationsabhängige Induktion der Neurogenese 
nachweisen. Dabei nahm die Tuj-1-positive Zellfraktion um 40 % bei der 10fachen MEC zu.  
Dagegen tritt bei der Substanz Everoliumus im therapeutischen Bereich eine verstärkte 
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Tendenz zur Astrogenese auf, wobei sich keine statistische Signifikanz ergab. Die Substanz 
Mycophenolat wiederum führt zu einer signifikanten Reduktion der Neurogenese. Dies zeigte 
sich über eine Reduktion Tuj-1-positiver Zellen um fast 45 % im oberen therapeutischen 
Bereich. Prednisolon indessen bewirkt nur in sehr hohen Konzentrationen eine tendenzielle 
Steigerung der Astrogenese, beeinflusst die Zellen in therapeutischer Dosis in ihrem 
Differenzierungsverhalten jedoch nicht. 
 
Insgesamt konnten wir mit unserer Untersuchung zeigen, dass die vier gewählten 
immunsuppressiven Substanzen Veränderungen in einigen Zelleigenschaften von humanen 
fetalen NPCs bewirken, welche für das Überleben und die Ausbeute einer Transplantation in 
das ZNS von Bedeutung sein können. Basierend auf diesen Ergebnissen sollten nun weitere 
Studien folgen, welche die gewonnenen Ergebnisse unter in vivo Bedingungen untersuchen, um 
schließlich für eine erfolgreiche Translation in klinische Studien zur Verfügung zu stehen. Für 
die Verbesserung und Verfeinerung der bereits begonnenen und zum Teil erfolgreich 
angewandten zellulären Therapien bei neurologischen Erkrankungen stellen diese Erkenntnisse 
einen bedeutenden Aspekt dar. Sie können dabei helfen, immunsuppressive Therapieregimes zu 
entwickeln, die einerseits eine erfolgreiche Immunsuppression ermöglichen, dabei aber auch 
zum Ziel haben, potentiell negative Effekte der immunsuppressiven Therapie zu minimieren. 
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